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Die gemishte Kryoglobulinämie ist eine lymphoproliferative Erkrankung, die
in a. 95 % der Fälle mit einer hronishen Hepatitis C Virus (HCV)-Infektion
assoziiert ist. Die Evidenz für einen Zusammenhang zwishen HCV-Infektion
und der Entwiklung einer Kryoglobulinämie stammt bisher aus epidemiolo-
gishen Studien und klinishen Daten, wobei der zugrundeliegende Meha-
nismus der Krankheitsentstehung noh gröÿtenteils unbekannt ist.
Zur Untersuhung der HCV-assoziierten Entwiklung der Kryoglobulin-
ämie wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals funktionale, klinish harak-
terisierte HCV-Pseudotypen hergestellt. Hierbei wurden retrovirale Kapsi-
de mit HCV-E1/E2-Hüllproteinen vershiedener Genotypen pseudotypisiert,
die aus Seren von HCV inzierten Patienten mit nahgewiesener Kryoglobu-
linämie stammen. Für alle in dieser Arbeit generierten Pseudotypen konnte
nah Verbesserung der Produktions- und Infektionsbedingungen eine Infek-
tion der Targetzellen von durhshnittlih 25 % (Genotyp 1), 40 % (Geno-
typ 2) und 2 % (Genotyp 3) erreiht werden. Die Zugabe von humanem
Serum während der Infektionsphase konnte dabei als kritisher Shritt bei
der Steigerung der Infektiösität der Partikel herausgestellt werden. Mit Hil-
fe des entwikelten Pseudotypensystems wurde die E1/E2-Interaktion mit
primären Lymphozyten untersuht, um durh Stimulation der Zellen mit
HCV-Hüllproteinen möglihe Kryoglobulinämie-induzierte Eekte zu nden.
Dabei konnte erstmals ein System etabliert werden, welhes in der Lage ist,
die durh HCV-Pseudotypen oder native HCV-Partikel induzierte Änderung
der IgM Produktion von B-Lymphozyten zu erfassen. Letztendlih konnte
aber weder die Verwendung von HCV-Pseudotypen noh von nativen Viren
einen eindeutigen Hinweis für einen Kryoglobulinämie-spezishen Eekt lie-
fern.
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h/englis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Des Weiteren wurde mit Hilfe von klinish harakterisierten Pseudotypen
die Virusneutralisierung durh Bindung von Antikörpern unter Berüksih-
tigung von selektionierten HVR1-Mutationen untersuht, die für einen mög-
lihen Virus-Esape verantwortlih gemaht werden könnten. Es wurden die
HCV-E1/E2-Sequenzen zweier Patienten zu vershiedenen Zeitpunkten un-
ter antiviraler Interferon-Therapie auf die Selektion von HVR1-Mutationen
untersuht. Gefundene HVR1-Mutationen wurden in das HCV-Pseudotypen-
modell eingebaut und zur Analyse der Virusneutralisierung durh Antikörper
aus Patientenseren, welhes zu vershiedenen Therapiezeitpunkte gewonnen
wurde, verwendet. Es wurde gezeigt, dass in allen Seren neutralisierende An-
tikörper vorhanden sind, die die HCV-Pseudotypen Infektion um mindestens
50 % inhibieren. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass Pseudotypen mit HVR1-
Mutationen auh in Seren neutralisiert werden, welhe vor Entstehung der
Mutation entnommen wurden. Bei diesen Untersuhungen zeigte sih kein
unmittelbarer Zusammenhang zwishen Viruslast und Virusneutralisierung,
wobei jedoh ein Virus-Esape unter dem Gesihtspunkt eines dynamishen
Prozesses niht ausgeshlossen werden kann.
1.2 Summary
Mixed ryoglobulinemia, a lymphoproliferative disorder, is in approximately
95 % of all ases assoiated with a hroni HCV-infetion. So far, evidene
for HCV-assoiated ryoglobulinemia mainly arose from epidemiologial and
linial data but the underlying mehanisms are widely unknown. Aording
to the author's knowledge, linially haraterized HCV-pseudotypes were
generated for the rst time in order to investigate the development of HCV-
assoiated ryoglobulinemia. Thereby retroviral apsids were pseudotyped
with HCV-E1/E2 envelope proteins belonging to dierent genotypes derived
from patients with ryoglobulinemia. After improvement of pseudotype pro-
dution, infetion ould be deteted in 25 % (genotype 1), 40 % (genotype 2)
and 2 % (genotyp 3) of the target ells, respetively. During this work, it ould
be determined that the addition of human serum during the infetion phase
is a ritial step in stimulation of HCV-pseudotype infetion. The established
pseudotype system allowed the investigation of HCV-E1/E2 interation with
primary lymphoytes in order to analyze ryoglobulinemia spei eets.
Thereby, a system for measuring hanges in IgM onentration indued by
HCV-pseudotypes and native HCV partiles ould be established for the rst
time. However, the use of neither HCV-pseudotypes nor native HCV resulted
in ryoglobulinemia spei eets.
Furthermore, linially haraterized HCV-pseudotypes were used to stu-
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dy the autologous neutralizing antibody response with respet to seleted
HVR1 mutations whih ould be responsible for virus esape. The HCV
E1/E2 sequenes of two patients infeted with HCV were analyzed at die-
rent times during interferone-based antiviral therapy. Pseudotypes harboring
the identied mutations were suessfully onstruted and used to analyze
autologous antibody neutralization during therapy. Neutralizing antibodies
ould be deteted in all sera showing an inhibition of infetion of at least
50 %. HCV-pseudotypes harboring HVR1 mutations were also neutralized
in sera that were olleted before the mutation ourred. There was no di-
ret orrelation between viral load and virus neutralization, however a virus





Hepatitis C ist eine Entzündung der Leber, die durh eine Infektion mit HCV
verursaht wird. Nah Shätzung der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
sind rund drei Prozent der Weltbevölkerung mit HCV inziert. Bei a. 30
Prozent der Inzierten verläuft die Infektion mild und heilt nah der akuten
Krankheitsphase ohne bleibende Shäden aus. Siebzig Prozent der Infektio-
nen nehmen allerdings einen hronishen Verlauf und können langfristig zu
Lebershäden, wie Leberzirrhose oder Leberkrebs, führen. Im Verlauf einer
hronishen HCV-Infektion kann es neben der Leberentzündung zu extrahe-
patishen, meist Antikörper-vermittelten Erkrankungen kommen. Zu diesen
zählt die Kryoglobulinämie, das Sjögren-Syndrom, die Panarteriitis nodosa
und die Immunkomplex-Glomerulonephritis.
2.2 Molekularbiologie des Hepatitis C Virus
2.2.1 Genomorganisation
Das Hepatitis C Virus wurde im Jahre 1988 identiziert und wird seitdem
in die Gattung Hepaivirus und die Familie Flaviviridae eingeordnet. Das
HCV ist ein a. 45 nm groÿes, einzelsträngiges RNA-Virus mit positiver Po-
larität ((+)ssRNA) und einer Länge von a. 9600 Nukleotiden (Choo et al.,
1989). Die virale RNA enthält einen oenen Leserahmen, der für ein a.
3000 Aminosäuren umfassendes Polyprotein kodiert. Nah proteolytisher
Spaltung durh zelluläre Peptidasen und virus-kodierte Proteasen entstehen
die drei strukturbildenden Proteine Core (C), Hüllprotein E1 und E2 so-
wie die Nihtstrukturproteine NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B
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(Abbildung 2.1). Der Polyproteinbereih, welher sih zwishen E2 und NS2
bendet, wird proteolytish zu einem 7 kDa groÿen Polypeptid p7 prozes-
siert. Vom p7 Polypeptid, das niht vollständig vom E2-Protein abgespalten
wird, ist bislang keine genaue Funktion bekannt. In künstlihen Membran-
systemen bildet p7 einen Ionen Kanal (Grin et al., 2003, 2004). Kürzlih
wurde ein weiteres Protein namens F-Protein beshrieben, das infolge einer
ribosomalen Leserastervershiebung im Bereih der mRNA des C-Proteins
translatiert wird (Xu et al., 2001). Am amino- und arboxyterminalen Ende
der HCV-RNA benden sih jeweils a. 341 bzw. 230 Nukleotide lange, niht
translatierte Überhänge (5' und 3' NTR). Im Bereih der hohkonservier-
ten 5'NTR ist eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRES) lokalisiert, die
die Expression des HCV-Polyprotein ohne zusätzlihe eukaryontishe Initiati-
onsfaktoren steuert. Die 3'NTR besteht aus einem variablen Bereih, einem
Poly-U/UC-Bereih und einem konservierten Bereih der eine ausgeprägte
Sekundärstruktur aufweist.
Abbildung 2.1: Shematishe Darstellung der HCV-Genomorganisation und der
Polyprotein-Prozessierung. Oben: die virale RNA enthält einen oenen Leserahmen der
für ein Polyprotein, bestehend aus Struktur- und Nihtstrukturproteinen, kodiert. Die 5'
NTR mit interner IRES und die 3'NTR weisen Sekundärstrukturen auf. Unten: Prozes-
sierung des Polyproteins und Lage der 10 HCV-Proteine relativ zur ER-Membran. SSP
bezeihnet die Spaltung des Core-Proteins durh eine Signal Peptid-Peptidase. Die She-
ren deuten die Shnittstellen der zellulären Signal-Peptidasen an. Die Pfeile geben die
Shnittstellen der Nihtstrukturproteine durh virus-kodierte Proteasen an. Die Funktion




Die HCV-Strukturproteine werden, wie in Abshnitt 2.2.1 erwähnt, post-
translational durh zelluläre Signalpeptidasen gespalten. Das Core-Protein
ist ein hoh konserviertes, RNA-bindendes Protein, welhes das Nukleokap-
sid bildet (Santolini et al., 1994; Yasui et al., 1998). Am Carboxyterminus
des Core-Proteins bendet sih eine hydrophobe Region, welhe als Signalse-
quenz für die kotranslationale Translokation des E1-Proteins durh die ER-
Membran dient.
Die HCV-Glykoproteine E1 und E2 sind Typ-I-Transmembranproteine,
die als Heterodimere die virale Hülle bilden (Deleersnyder et al., 1997; Du-
buisson, 2000). Werden beide Proteine rekombinant exprimiert, verbleibt das
Heterodimer hauptsählih im ER (Bartosh et al., 2003b), während nur ge-
ringe Mengen zur Plasma-Membran transportiert werden (Drummer et al.,
2003; Duvet et al., 1998; Rouillé et al., 2006). Das Molekulargewiht der gly-
kosylierten Proteine beträgt nah Expression in Säugetierzellen etwa 31 kDa
(E1) bzw. 70 kDa (E2). Für E1 sind sehs und für das E2-Protein elf potenti-
elle Glykosylierungsstellen vorhergesagt, wovon die meisten hoh konserviert
sind (Goard and Dubuisson, 2003; Zhang et al., 2004b). Am Carboxytermi-
nus beider Proteine benden sih hydrophobe Bereihe, die für die Veranke-
rung der Proteine in der Membran essentiell sind. Am aminoterminalen Ende
des E2-Proteins benden sih die sog. hypervariablen Regionen 1 (HVR1, aa
384 bis 410, Nummerierung erfolgt analog zum HCV-J Genom nah Kato
et al. (1990)) und HVR2 (aa 474 bis 480, Nummerierung nah Kato et al.
(1990)).
Die HVR1 ist der Bereih innerhalb des E2-Proteins, welher die gröÿte
Sequenzheterogenität aufweist (Kato et al., 1992; Weiner et al., 1991) und
welher als B-Zellepitop und als Epitop für neutralisierende Antikörper iden-
tiziert wurde (Bartosh et al., 2003b; Fari et al., 1996; Isaguliants et al.,
2002; Kek et al., 2004; Li et al., 2001; Mondelli et al., 2003; Nakamoto et al.,
1996; Owsianka et al., 2005; Roasea et al., 2001; Sarselli et al., 1995;
Shoeld et al., 2005; Sekiya et al., 1994; Zibert et al., 1995). Mögliher-
weise könnte die HVR1 durh die Selektion von resistenten Virusvarianten
bei der Chronizierung der HCV-Infektion eine Rolle spielen (Higashi et al.,
1993; Kato et al., 1994, 1993; Kurosaki et al., 1993; Ogata et al., 1991; Weiner
et al., 1992). Trotz hoher Sequenzvariabilität sheinen die physikohemishen
Eigenshaften sowie die Konformation der HVR1 hoh konserviert zu sein
(Penin et al., 2001). Beide Hüllproteine sind essentiell für die Infektiösität





Der Bereih NS2 kodiert zusammen mit dem N-terminalen Bereih des NS3
für die Expression einer autokatalytishen, Zink-abhängigen Protease, die
das Polyprotein zwishen NS2 und NS3 spaltet (Hijikata et al., 1993a). Die
übrigen nihtstrukturellen Proteine werden durh die NS3/4A-Protease pro-
zessiert.
Das NS3-Protein enthält im aminoterminalen Bereih eine Serinprotease,
die an der autokatalytishen NS3/4A-Spaltung beteiligt ist. Für die Spal-
tung NS4A/B, NS4B/5A und NS5A/B bildet das NS3-Protein einen Kom-
plex mit dem NS4A-Kofaktor (Bartenshlager et al., 1993; Grakoui et al.,
1993; Love et al., 1996). Im arboxyterminalen Bereih des NS3-Proteins ist
eine NTPase/Helikase-Domäne lokalisiert, welhe eine wihtige Rolle bei der
Replikation der viralen RNA spielt (Preugshat et al., 1996; Suzih et al.,
1993; Tai et al., 1996).
Das NS4A-Protein ist neben seiner Rolle als wihtiger Kofaktor der
NS3/4A-Protease auh an der Phosphorylierung des NS5A-Proteins betei-
ligt (Koh and Bartenshlager, 1999; Lin et al., 1997).
Das NS4B-Protein ist ein hydrophobes, integrales Membranprotein mit
multiplen Transmembrandomänen, dass Membranveränderungen induziert
und an der Bildung des Replikationskomplexes beteiligt ist (Gosert et al.,
2003; Lundin et al., 2003).
NS5A ist ein stark phosphoryliertes Protein (Kaneko et al., 1994; Tanji
et al., 1995), dessen genaue Funktion bislang niht vollständig geklärt ist,
dem aber eine Interferonresistenz vermittelnde Wirkung zugeshrieben wird
(Hu et al., 2001; Pawlotsky, 2000; Tan and Katze, 2001). Kürzlih wurde
gezeigt, dass NS5A ein Zink-bindendes Metalloprotein darstellt und das die
NS5A-vermittelte Zink Koordination essentiell an der HCV-RNA-Replikation
beteiligt ist (Tellinghuisen et al., 2005).
Das NS5B-Protein kodiert für die RNA-abhängige RNA-Polymerase
(RdRP), die für die Replikation von viraler RNA notwendig ist. Da die RNA-
abhängige RNA-Polymerase des HCV keine 3'→5' Exonukleaseaktivität be-
sitzt, kommt es zu einer hohen Mutationsfrequenz des HCV-Genoms. Pro Tag
werden a. 10 × 1012 Virionen gebildet, wobei a. ein Aminosäureaustaush
pro Virus entsteht (Pawlotsky, 2003a). Die RdRP und das NS3-Protein sind
aufgrund ihrer enzymatishen Aktivität direkt an der Virusreplikation be-
teiligt und stellen daher attraktive Angrispunkte für die Entwiklung von





Die Infektion mit HCV erfolgt vor allem über kontaminiertes Blut bzw.
Blutprodukte. Die Virusreplikation ndet hauptsählih in Leberzellen statt
(Blight et al., 1994). Die Bindung des Virus an die Zelloberähe erfolgt
über eine Interaktion seines Hüllproteins E2 mit zellulären Rezeptoren (siehe
Abshnitt 2.3). Nah einer Clathrin-vermittelten endozytotishen Aufnah-
me der Virionen in die Zelle wird die Virus-RNA im Zytoplasma freigesetzt.
Dort binden Ribosome an der IRES und translatieren die (+)ssRNA-Sequenz
zum Polyprotein, welhes durh zelluläre und virus-kodierte Proteasen (siehe
Abshnitt 2.2.1 und Abbildung 2.1) zu den für die Replikation notwendigen
Enzymen prozessiert wird. Es wurde gezeigt, dass die prozessierten Niht-
strukturproteine NS3 bis NS5B einen Replikationskomplex bilden, der eng
mit Membranen des rauhen ER assoziiert ist und innerhalb dessen die Repli-
kation stattndet (El-Hage and Luo, 2003; Gosert et al., 2003). Während der
Genomreplikation wird das Positivstranggenom des HCV mit Hilfe der NS5B-
Polymerase in ein Minusstranggenom umgeshrieben. Dieses steht wiederum
als Matrize für die Synthese von genomisher RNA mit positiver Orientierung
zu Verfügung. Im Verlauf der Virusreplikation werden die neu synthetisierten
RNA-Stränge einerseits direkt in das virale Polyprotein translatiert und ste-
hen andererseits für die Bildung neuer Virionen zur Verfügung (Abbildung
2.2).
Die korrekte Faltung der Hüllproteine und deren Glykosylierung erfolgt
im rauhen ER. Der Zusammenbau von neu synthetisierter genomisher RNA
und den Strukturproteinen (Morphogenese) erfolgt an der ER-Membran.
Über die Golgi-Vesikel werden die Virionen zur Plasmamembran transpor-
tiert und durh Exozytose ausgeshleust.
2.2.5 HCV-Genotypen
Da die RNA-abhängige RNA-Polymerase des HCV keine 3'→5' Exonuklea-
seaktivität besitzt, kommt es zu einer hohen Mutationsfrequenz des HCV-
Genoms. Aufgrund von Sequenzuntershieden innerhalb des HCV-Genoms
erfolgt die Klassizierung der untershiedlihen Varianten in mindestens 6
Genotypen (Genotyp 1 bis 6), innerhalb derer wiederum untershiedlihe
Subtypen (1a, 1b...) untershieden werden (Simmonds et al., 1993; Smith
et al., 1997). Kürzlih wurde ein siebter Genotyp beshrieben (Murphy et al.,
2007). Die einzelnen Genotypen untersheiden sih in der geographishen Ver-
teilung. In Deutshland sind die Genotypen 1b und 1a am häugsten (a. 70
%), gefolgt von den Genotypen 3 und 2, während in Nord- und Zentral-Afrika
z. B. der Genotyp 4, in Südafrika der Genotyp 5 und in Vietnam sowie Thai-
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Abbildung 2.2: Shematishe Darstellung der HCV-Infektion und Virusvermehrung. Nah
der Rezeptor-vermittelten Endozytose vershmelzen die Viruspartikel mit Endosomen.
Durh Ansäuerung des Endosoms wird die HCV-RNA freigesetzt. Die RNA wird an frei-
en Ribosomen translatiert und HCV-Proteine werden synthetisiert. Die NS3- bis NS5B-
Proteine bilden einen ER-assoziierten Replikationskomplex, der für die RNA-Replikation
verantwortlih ist. Der Zusammenbau von neu synthetisierter genomishe RNA und den
Strukturproteinen erfolgt an der ER-Membran. Über Golgi-Vesikel werden die Virionen zur
Plasmamembran transportiert und durh Exozytose ausgeshleust. Abbildung modiziert
nah Dubuisson (2007)
land der Genotyp 6 vorherrshend sind. Die Klassizierung in Geno- und
Subtypen hat keinen Einuss auf den Krankheitsverlauf, ist aber bedeutsam
für die Wahrsheinlihkeit eines dauerhaften, Interferon-basierten Therapie-
ansprehens (Berg et al., 2003) (siehe Abshnitt 2.4) .
2.3 HCV-Rezeptoren
Mit Hilfe lösliher E2-Proteine konnte CD81 als der erste HCV-relevante
Zellrezeptor identiziert werden (Pileri et al., 1998). Mittlerweile wurde sei-
ne essentielle Beteiligung an der zellulären Virusaufnahme sowohl mit HCV-
Pseudotypen als auh mit einem infektiösen und replikationskompetenten
HCV-Zellkultursystem (HCV) bestätigt (Bartosh et al., 2003b; Linden-
bah et al., 2005; Zhang et al., 2004a). CD81 ist ein 236 Aminosäuren umfas-
sendes Protein mit 4 Transmembrandomänen. Als E2-Bindungsstelle wurde
der large extraellular loop (LEL) des Moleküls identiziert (Zhang et al.,
2004a). Da die Virusreplikation hauptsählih in Hepatozyten stattndet
(Blight et al., 1994), wurde angenommen, dass die HCV-Rezeptoren leberspe-
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zish sein müssten. Allerdings wird CD81 auh auf einer Vielzahl von extra-
hepatishen Zellen exprimiert, die niht mit HCV inziert werden. Demnah
lässt sih die Existenz weiterer, mögliherweise leberspezisher Rezeptoren
niht ausshlieÿen.
Der SR-B1-Rezeptor wurde als Korezeptor für die HCV-Virusaufnahme
beshrieben (Sarselli et al., 2002). Hierbei handelt es sih um ein Glykopro-
tein, das vor allem in der Leber vorkommt. SR-B1 ist ein Lipoproteinrezep-
tor, der HDL bindet und ihm Cholesterinester entzieht (reverser Cholesterin-
transport). Da HDL mit Hilfe von HCV-Pseudotypen als infektionssteigernde
Komponente des humanen Serums identiziert wurde (Bartosh et al., 2005),
wird vermutet, dass der Lipid-Anteil der Zellmembran mit der Virusaufnah-
me in Zusammenhang stehen könnte (Rigotti et al., 2003).
Der Claudin1-Rezeptor wurde kürzlih ebenfalls als Korezeptor für HCV
beshrieben. Claudin1 ist ein tight juntion-Molekül, dass vielfah in der Le-
ber vorkommt. Tight juntions werden von Membranproteinen gebildet und
stellen Zellkontakte zwishen Epithelzellen her, welhe den Molekültransport
durh das Epithel kontrollieren. Auÿerdem dienen sie der mehanishen Sta-
bilisierung des Epithelverbandes. Durh Expression von Claudin1 auf 293T-
Zellen, welhe trotz CD81- und SR-B1-Expression niht mit HCV inzierbar
waren, konnte eine Infektion mit HCV-Pseudotypen induziert werden (Evans
et al., 2007). Daraufhin wurden auh weitere Claudin-Rezeptoren (Claudin6
und Claudin9) als HCV-Korezeptoren identiziert (Zheng et al., 2007).
Oludin gehört ebenfalls zu den tigth juntion-Molekülen und ist zur Zeit
der jüngste, für HCV identizierte Rezeptor (Ploss et al., 2009). Oludin ist
ein Polypeptid bestehend aus 4 Transmembrandomänen wovon 2 extrazellu-
läre Shleifen an der Bildung von Zellkontakten beteiligt sind. Neben CD81,
SR-B1 und den Claudin-Rezeptoren stellt Oludin einen weiteren, essen-
tiellen HCV-Rezeptor dar, durh dessen Expression Tierzellen durh HCV
inzierbar werden. Damit besteht die Möglihkeit, ein Kleintiermodell zur
Untersuhung von HCV zu entwikeln, was bisher aufgrund der beshränk-
ten Wirtsspezität für Menshen und Shimpansen niht möglih war.
Für die Typ C-Lektin Rezeptoren L-SIGN und DC-SIGN wurde ebenfalls
eine Bindung von löslihen E2-Proteinen und aus Plasma isolierten Viren ge-
zeigt (Gardner et al., 2003; Lozah et al., 2004, 2003; Pöhlmann et al., 2003).
Da allerdings keiner dieser Rezeptoren auf Hepatozyten exprimiert wird, sind
sie wahrsheinlih nur indirekt an der Virus Aufnahme in die Zelle beteiligt.
Es wird vermutet, dass sie zirkulierende Viren binden und als sog. Capture-
Moleküle fungieren. Weiterhin wurden als indirekte, am viralen Zelleintritt
beteiligte Faktoren der LDL-Rezeptor (Agnello et al., 1999), Glykoaminogly-
kane (Germi et al., 2002) und die Lipoprotein-Lipase (Andréo et al., 2007)
identiziert. Durh die Assoziation der Viren mit Lipoproteinen wird die In-
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teraktion des HCV mit den oben genannten Molekülen erleihtert.
2.4 Antivirale Therapie
Die Standardbehandlung einer HCV-Infektion besteht derzeit aus einer kom-
binierten Therapie mit pegyliertem Interferon α (Peginterferon α-2a bzw.
Peginterferon α-2b) und dem Nukleosidanalogon Ribavirin über eine Dauer
von 16 bis 48, selten 72 Wohen (Zeuzem et al., 2004a,b). Hierbei kommt
es in 54 % bis 56 % der Fälle zum Ausheilen der Infektion, wobei das The-
rapieansprehen von den untershiedlihen HCV-Genotypen erheblih beein-
usst wird. Die Heilungsraten bei einer Infektion mit dem in Deutshland
am häugsten vorkommenden HCV-Genotyp 1 liegen bei nur 42 % bis 52
% (Pawlotsky, 2003b), wohingegen die Heilungshanen bei einer Infektion
mit den HCV-Genotypen 2 und 3 bei 78 % bis 86 % liegen (Mangia et al.,
2005). Neben dem zugrundeliegenden Genotyp spielen auh weitere Faktoren
wie z.B. Alter, Gewiht, Geshleht, Herkunft und HCV-RNA Konzentration
zu Therapiebeginn eine Rolle für die Wirksamkeit der Therapie (Berg et al.,
2003; Fried et al., 2002; Hadziyannis et al., 2004; Jeers et al., 2004; Manns
et al., 2001). Bei fehlendem Ansprehen auf die Interferon/Ribavirin basierte
Therapie oder bei Patienten, die trotz kurzzeitiger Viruseliminierung unter
Therapie rükfällig werden, werden eine Vielzahl von möglihen viralen Re-
sistenzmehanismen, welhe mit den viralen Proteinen Core, E2, NS3/4A
und NS5A in Zusammenhang gebraht werden, diskutiert (Wohnsland et al.,
2007). Kürzlih wurden auh Wirts-assoziierte Faktoren in Korrelation mit
dem Therapieansprehen beshrieben (Suppiah et al., 2009).
Auÿerdem werden bei derzeitiger Therapie oft erheblihe Nebenwirkun-
gen beshrieben, sodass die Entwiklung von alternativen Therapieformen
dringend notwendig ist. Hierzu zählen direkt antiviral wirkenden Substanzen
wie z.B. Protease- oder Polymerase-Inhibitoren, die direkt die Virusvermeh-
rung inhibieren. Zur Zeit liegen Ergebnisse von klinishen Phase I- und II-
Studien von Protease-Inhibitoren wie z. B. Telaprevir und Boeprevir, sowie
von Polymerase-Inhibitoren wie z. B. Valopiitabine, R1626 und HCV796
vor, wobei deren Wirksamkeit durh eine rashe Selektion resistenter Virus-
varianten limitiert ist (Hézode et al., 2009; Kieer et al., 2007; Lin et al.,
2005, 2004; MHuthison et al., 2009; Migliaio et al., 2003; Olsen et al.,
2004; Reiser et al., 2005; Sarrazin et al., 2007a,b; Sarrazin and Zeuzem, 2010;
Susser et al., 2009; Tong et al., 2006; Welsh et al., 2008).
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2.5 Immunbiologie des HCV
Die Immunantwort infolge einer HCV-Infektion ist sowohl humoraler als
auh zellulärer Art. Nah einer akuten HCV-Infektion tritt zunähst ei-
ne unspezishen Immunreaktion ein, die von natürlihen Killerzellen (NK-
Zellen), neutrophilen Granuloyten und Makrophagen unterstützt wird. Par-
allel kommt es durh die Präsentation von HCV-Antigenfragmenten überMa-
jor Histoompatibility Complex (MHC) Klasse II Molekülen auf der Oberä-
he von dentritishishen Zellen (DC) zur Aktivierung einer spezishen Im-
munreaktion von CD4-positiven T-Lymphozyten (T-Helferzellen, Th). Diese
Zellen verfügen durh die Sekretion vershiedener Zytokine über immunre-
gulatorishe Funktionen. Durh die Sekretion von Interleukin-2 (IL-2) und
Interferon-γ (IFN-γ) werden CD8-positive ytotoxishe Killerzellen (CTL)
aktiviert. Man spriht auh von einer Th-1 Immunantwort. Die Sekretion von
Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-10 (IL-10) stimu-
liert hingegen die Proliferation und Antikörperproduktion von B-Lymphozy-
ten, was als Th-2 Immunantwort bezeihnet wird (Abbildung 2.3).
Für den Verlauf und die Pathogenese der HCV-Infektion spielt insbeson-
dere die virusspezishe T-Zellantwort eine entsheidende Rolle. Bei Pati-
enten mit einer akuten, selbstlimitierenden HCV-Infektion wird eine starke,
multispezishe CD4- und CD8-positive T-Zellantwort beobahtet (Cooper
et al., 1999; Grüner et al., 2000; Lehner et al., 2000; Thimme et al., 2002,
2001), während bei einer hronishen HCV-Infektion eine shwähere T-
Zellantwort als bei einer selbstlimitierenden Infektion beobahtet wird (Cox
et al., 2005a; Ulsenheimer et al., 2003; Wedemeyer et al., 2002). Des Weite-
ren konnten Mutationen innerhalb des CD8-positiven T-Zellepitops mit der
Entstehung einer hronishen Infektion korreliert werden (Cox et al., 2005b;
Erikson et al., 2001; Gerlah et al., 1999; Tester et al., 2005; Timm et al.,
2004). Bei einer HCV Erstinfektion ist die Wahrsheinlihkeit einer Viruseli-
minierung bei Patienten mit einer Th1-Zytokinsekretion (IL-2, IFN-γ) gröÿer
als bei Patienten mit einer Th2-Zytokinsekretion (IL-4, IL-5, IL-10,) (Cramp
et al., 1999; Diepolder et al., 1995; Takaki et al., 2000; Tsai et al., 1997; Woi-
tas et al., 1997). Für eine nahhaltige Eliminierung des HCV sheint auh
die Dauer der T-Zellantwort entsheidend zu sein. So wurde bei Patienten,
die nah einer initialen, starken CD4-positiven T-Zellantwort das Virus eli-
minierten, bei Verlust der spezishen T-Zellantwort ein Wiederauftreten der
Infektion beobahtet (Gerlah et al., 1999).
Virusspezishe Antikörper sind gewöhnlih 7 bis 8 Wohen nah Infek-
tion detektierbar (Pawlotsky, 1999), wobei ihre Bedeutung für die Viruseli-
minierung bislang noh unzureihend verstanden ist. Im Shimpansenmodell
konnte eine Infektion einerseits durh die Behandlung mit neutralisieren-
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Abbildung 2.3: Komponenten der HCV Immunantwort. Die Präsentation von HCV-
Antigenen auf der Zelloberäshe von dentritishen Zellen (DC) führt zur Aktivierung
von CD4-positiven T-Lymphozyten. Durh Zytokinsekretion werden CD8-positive ytoto-
xishe Killerzellen und B-Lymphozyten (B-Zelle) aktiviert, welhe inzierte Zellen lysieren
und HCV-spezishe Antikörper produzieren. T-Helferzellen 1 und 2 (Th1, Th2), Interfe-
ron (IFN), Interleukin (IL), ytotoxishe Killerzellen (CTL), natürlihe Killerzellen (NK),
T-Zellrezeptor (TCR), Major Histoompatibility Complex (MHC). Abbildung modiziert
nah Liang et al. (2000)
den Antikörper verhindert werden (Fari et al., 1996), während andererseits
gegen HCV erworbene Antikörper keinen Shutz gegen eine erneute Infek-
tion bei Shimpansen oder Menshen bieten (Fari et al., 1992; Lai et al.,
1994). Auÿerdem kann eine Infektion bei Shimpansen und Menshen ohne
die Entstehung von Antikörpern gegen HCV geheilt werden (Cooper et al.,
1999; Post et al., 2004). Die HVR1 innerhalb des E2-Proteins, welhe als B-
Zellepitop identiziert wurde (Isaguliants et al., 2002; Nakamoto et al., 1996;
Sarselli et al., 1995; Sekiya et al., 1994), sheint eine wihtige Rolle bei der
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Virusneutralisierung zu spielen (Bartosh et al., 2003b; Fari et al., 1996;
Kek et al., 2004; Li et al., 2001; Mondelli et al., 2003; Owsianka et al., 2005;
Roasea et al., 2001; Shoeld et al., 2005; Zibert et al., 1995). Mutationen
innerhalb dieser Region führen mögliherweise dazu, dass die HVR1-Epitope
niht mehr erkannt werden, was als ein Grund für die Entstehung der hroni-
shen HCV-Infektion diskutiert wird (Higashi et al., 1993; Kato et al., 1994,
1993; Kurosaki et al., 1993; Ogata et al., 1991; Weiner et al., 1992).
2.6 HCV-assoziierte Kryoglobulinämie
Das Kryoglobulinämiesyndrom ist eine Form der Gefässentzündung, die in
der Mehrzahl der Fälle mit einer hronishen HCV-Infektion assoziiert ist
(Caoub et al., 1994; Dammao et al., 1993; Ferri et al., 1991; Pasual et al.,
1990). Kryoglobuline sind Immunglobuline, die bei Temperaturen unter 37
◦
C präzipitieren und sih in den Gefäÿwänden ablagern, was zu massiven Ent-
zündungen führen kann. Neben Gelenkshmerzen können weitere Symptome
wie z.B. Muskelshmerzen, Nierenentzündungen, Neuropathien, Lymphkno-
tenerkrankungen und eine Purpura auftreten. In den Kryopräzipitaten las-
sen sih sowohl HCV-RNA als auh HCV-spezishe Antikörper nahweisen.
Aufgrund ihrer immunhemishen Zusammensetzung untersheidet man drei
vershiedene Typen von Kryoglobulinämien (Brouet et al., 1974):
1. Typ 1 Kryoglobuline: Monoklonale Kryoglobuline, monoklonales Im-
munglobulin G (IgG) oder Immunglobulin M (IgM).
2. Typ 2 Kryoglobuline: Gemishte Kryoglobuline, meist monoklonales
IgM, das ähnlih wie Rheumafaktoren an die konstante Region (F)
eines IgG bindet.
3. Typ 3 Kryoglobuline: Gemishte Kryoglobuline, polyklonales IgM, das
mit einem anderen polyklonalen Immunglobulin-Komplexe bildet.
Im Falle der hronishen HCV-Infektion wird eine gemishte Kryoglobu-
linämie (MC, Typ 2) beobahtet. Die Entstehung der HCV-assoziierten Kryo-
globulinämie tritt mit geographish untershiedliher Häugkeit auf. So ist
die Prävalenz der HCV-assoziierten Kryoglobulinämie beispielsweise in Süd-
europa höher als in Nordeuropa oder Nordamerika. Einhergehend mit der
HCV-assoziierten Kryoglobulinämie wird auh ein erhöhtes Risiko für die
Entwiklung eines B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphoms beshrieben (Zukerman
et al., 1997).
Eine Hypothese, die die Entwiklung der HCV-assoziierten Kryoglobu-
linämie zu erklären versuht, setzt eine direkte Bindung des E2-Proteins an
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den CD81-Rezeptor von B-Lymphozyten voraus (Pileri et al., 1998). Dieser
Rezeptor bildet auf B-Lymphozyten einen Komplex mit CD19 und CD21,
was die Zellen gegenüber einer Stimulierung sensibilisiert (Fearon and Carter,
1995). Auf T-Lymphozyten führt die Bindung des HCV-E2-Proteins an den
CD81-Rezeptor zu einer Herabsetzung der Aktivierungsshwelle dieser Zellen
und zu deren Proliferation mit Zytokinsekretion (Wak et al., 2001). Mög-
liherweise resultiert eine E2-CD81-Bindung auf B-Lymphozyten, in ähn-
liher Weise wie für T-Lymphozyten gezeigt, in einer Zellaktivierung und
Proliferation mit Sekretion von Kryoglobulinen. Des Weiteren konnte bei
HCV-Patienten mit assoziierter Kryoglobulinämie eine erhöhte Expression
des CD81-Rezeptors auf B-Lymphozyten im Vergleih zu einer Kontrollgrup-
pe ohne Kryoglobulinämie gezeigt werden (Hofmann et al., 2004), was eine
möglihe Beteiligung des CD81-Rezeptors bei der Entstehung der Kryoglo-
bulinämie unterstützt.
Neben der indirekten CD81-vermittelten Aktivierung der B-Lymphozyten
durh das E2-Protein wird auh eine direkte Infektion der Lymphozyten mit
HCV, als Entstehungsgrund der Kryoglobulinämie diskutiert. Sansonno et al.
(1998) konnten zeigen, dass die durh HCV inzierten B-Lymphozyten der
Leber Rheumafaktoren sezernieren, was zu einer persistenten Stimulierung
der Zellen und Sekretion von Kryoglobulinen führen könnte.
Ein weiterer Mehanismus der die Entstehung einer HCV-assoziierten
Kryoglobulinämie erklären könnte, beruht auf der Beobahtung einer häug
vorkommenden Translokation t(14;18) in dem anti-apoptotish wirkenden B-
ell lymphoma/leukemia 2 -Gen (Bl2 ) bei Patienten mit Kryoglobulinämie
(Zignego et al., 1997, 1992). Die Überexpression dieses Onkogens führt zu
einem verlängerten Überleben und der Expansion von B-Lymphozyten. Die
gleihe Translokation t(14;18) ist gleihzeitig die häugste genetishen Aber-
ration, die in humanen Lymphomen gefunden wird (Korsmeyer, 1992). Die
Aktivierung des Bl2 -Onkogens könnte ein früher Shritt in der HCV abhän-
gigen Entwiklung einer Kryoglobulinämie und der Entstehung eines B-Zell-
Lymphoms darstellen. In Abbildung 2.4 sind möglihe Faktoren skizziert, die
zur Entstehung der HCV-assoziierten Kryoglobulinämie und anderen lym-
phoproliferativen Erkrankungen beitragen könnten.
2.7 HCV-Pseudotypen: ein Modellsystem zur
Untersuhung der Virus-Zell Interaktion
HCV-Pseudotypen sind rekombinante Viruspartikel bestehend aus retrovira-
len Kapsiden kombiniert mit HCV-Hüllproteinen. Retroviren stellen beson-
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Abbildung 2.4: Möglihe Pathogenese der HCV-assoziierten Kryoglobulinämie. Die HCV-
Infektion führt zu einer hronishen Stimulierung des Immunsystems. Hierbei könnte die
HCV- E2-Interaktion mit dem CD81-Rezeptor ein wihtiger Shritt in der Kaskade der Im-
munreaktionen darstellen. Die Translokation t(14;18) wird häug in Patienten mit HCV-
assoziierter Kryoglobulinämie gefunden. Die Aktivierung des Onkogens Bl2 könnte zu
einer verlängerten Überlebensdauer der B-Lymphozyten beitragen. Durh virale Antigne
wird die B-Zell Proliferation stimuliert, was für die Produktion von diversen Autoim-
munglobulinen, einshlieÿlih Rheumafaktor und Kryoglobulinen, führt. B-ell lympho-
ma/leukemia 2 -Gen (Bl2 ), ytotoxishe T-Lymphozyten (CTL). Abbildung modiziert
nah Ferri et al. (2002)
ders gut geeignete Vektoren für den Gentransfer in eukaryotishen Zellen dar.
Das Genom replikationskompetenter Retroviren besteht aus zwei identishen,
einzelsträngigen RNA-Molekülen. Nah Replikation dieser Viren entsteht ein
doppelsträngiges DNA-Intermediat, Provirus genannt, das sih stabil in das
Genom der Wirtszelle integriert. Die Grundbausteine aller Retroviren werden
von den Genen gag (Kapsidproteine), pol (reverse Transkriptase und Inte-
grase) und env (Hüllproteine) kodiert. Die retroviralen Vektoren leiteten sih
ursprünglih von dem relativ einfah gebauten Maus-Leukämie Virus (MLV)
ab. In den vergangenen Jahren entstanden aus gentherapeutishe Ansätzen
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eine Reihe replikationsinkompetenter, lentiviraler Vektoren (Berkowitz et al.,
2001; Demaison et al., 2002; Mselli-Lakhal et al., 1998; Naldini et al., 1996;
Poeshla, 2003; Poeshla et al., 1998). Vorteil des lentiviralen Vektors gegen-
über dem onkoretroviralen Vektor ist seine Fähigkeit auh ausdierenzierte
Zellen zu transzieren, da das lentivirale Genom einen sog. Präintegrations-
komplex kodiert, der die intakte Kernmembran passieren kann (Fouhier and
Malim, 1999; Naldini et al., 1996). Im Gegensatz zu den in der Gentherapie
eingesetzten Gentransfer-Retroviren besitzen die HCV pseudotypisierten re-
troviralen Vektoren anstelle eines Transgens die genetishe Information des
grün uoreszierenden Proteins (GFP) als Reportergen. Somit kann die In-
teraktion von HCV-Pseudotypen und Zielzellen anhand des in das Genom
integrierten GFP-Reportergens untersuht werden.
Zur Herstellung von Pseudotypen wird eine Verpakungszelllinie mit dem
retroviralen Transfervektor, einem gag/pol -kodierenden Verpakungsvektor
und dem env -kodierenden Expressionsvektor transziert (Abbildung 2.5).
Aus biologishen Siherheitsgründen beinhalten die retroviralen Vektoren
keine zur Bildung von replikationskompetenten Viren notwendigen Informa-
tionen sondern lediglih die Information für das GFP-Reportergen und die
retroviralen 5' und 3' long terminal repeats (LTRs). Die LTRs sind für re-
verse Transkription und Provirus-Integration (hier Reportergen) in das Ge-
nom der inzierten Wirtszelle notwendig. Das Vorhandensein der retrovi-
ralen ψ-Sequenz im retroviralen Vektor gewährleistet die Verpakung der
Reportergen-RNA in die HCV-Pseudotypen während der Biosynthese in den
Produktionszellen.
Der gag/pol -kodierende Verpakungsvektor beinhaltet ein deletiertes Ver-
pakungssignal (∆ψ) damit die von ihm transkribierte RNA niht in die
Partikel verpakt werden kann. Gag kodiert die MLV-Kapsid-Proteine und
ist für das Ausshleusen der Pseudotypen aus der Zelle und die Erkennung
des ψ-Verpakungssignals zuständig, während pol für die MLV-Polymerase
(RT), RNAseH und Integrase kodiert. Die Verteilung der zur Pseudotypen-
produktion benötigten genetishen Informationen auf drei vershiedene Vek-
toren minimiert zudem die Gefahr von Rekombinationsereignissen während
der Zellproliferation. In Abbildung 2.5 ist die Produktion der Pseudotypen
shematish dargestellt.
Die erfolgreihe Produktion von infektiösen HCV-Pseudotypen wurde
erstmals von Bartosh et al. (2003a) beshrieben. Da retro- und lentivirale
Kapsidproteine zur Zelloberähe transportiert werden, stellte sih die Frage,
wie die in der ER-Membran verankerten HCV-Hüllproteine in die Kapside
eingebaut werden. In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass wäh-
rend einer HCV-E1/E2-Überexpresssion die Hüllproteine durh endosoma-
le Kompartimente zur Zelloberähe transportiert werden (Bartosh et al.,
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Abbildung 2.5: HCV-Pseudotypen Produktion in 293T-Zellen. Die entsheidenden gene-
tishen Elemente, die zur Produktion der Pseudotypen benötigt werden sind angegeben.
Die vom Transfervektor abgelesene RNA wird zusammen mit der vom Verpakungsvektor
kodierten reversen Polymerase in die viralen Kapside verpakt. Durh Inkorporation der
HCV-E1/E2-Proteine in die Zellmembran entstehen infektiöse HCV-Pseudotypen.
2003b; Drummer et al., 2003; Hsu et al., 2003). Parallel dazu wurde ge-
zeigt, dass retro- und lentivirale Kapside auh in intrazellülären, endosomalen
Kompartimenten zusammengebaut werden (Sherer et al., 2003). Mittlerweile
wurde die Produktion funktionaler HCV-Pseudotypen von mehreren Grup-
pen bestätigt (Bartosh et al., 2003b; Drummer et al., 2003; Hsu et al., 2003;
Sandrin et al., 2005).
2.8 Ziele der Arbeit
Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Herstellung von klinish ha-
rakterisierten Pseudotypen. Klinish harakterisiert bedeutet, dass die zur
Pseudotypisierung verwendeten Hüllproteinsequenzen aus Patientenseren ge-
wonnen wurden, deren Virus-Infektion und Krankheitsgeshihten nah ver-
shiedensten Parametern analysiert wurde und bei denen zum Teil eine Kryo-
globulinämie nahgewiesen wurde. Mit Hilfe dieser Pseudotypen sollten zum
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Einen, die Entstehung der HCV-assoziierter Kryoglobulinämie, und zum An-
deren, die Virusneutralisierung durh Antikörper aus Patientenseren, unter-
suht werden. Zur Etablierung funktionaler HCV-Pseudotypen waren folgen-
de Shritte erforderlih
1. Herstellung von E1/E2-Konsensussequenzen aus klinish harakteri-
sierten Patientenseren
2. Funktionalitätsnahweis der produzierten Pseudotypen
3. Etablierung und Optimierung der Produktion von Pseudotypen
Mit Hilfe des entwikelten Pseudotypensystems sollte die E1/E2-Interak-
tion mit primären Lymphozyten imitieren werden, um möglihe Kryoglo-
bulinämie-induzierte Eekte zu nden. Hierbei sollte speziell eine möglihe
Kryoglobulinämie-abhängige, verstärkte B-Zell Aktivität als Folge der Vi-
rusinteraktion untersuht werden. Da sih die Kryoglobulinämie durh eine
vermehrte IgM Antikörperproduktion auszeihnet, sollte die IgM Konzentra-
tion nah Stimulation von PBMCs gesunder Probanden als Parameter zur
Untersuhung Kryoglobulinämie-bedingter Eekte benutzt werden.
Im zweiten Teil der Arbeit sollte mit Hilfe von klinish harakterisierten
Pseudotypen die Virusneutralisierung durh Bindung von Antikörpern unter
Berüksihtigung von Veränderungen im Bereih der HVR1 untersuht wer-
den. Es wird vermutet, dass Mutationen innerhalb der HVR1 zur Modulation
des B-Zellepitops führen, die das Virus vor einer Neutralisierung durh An-
tikörper shützt, was zu einem sog. Virus-Esape führt. Zur Klärung dieser
Hypothese sollten Pseudotypen mit HVR1 Mutationen, die bei Patienten im
Laufe der antiviralen Interferontherapie gefunden wurden, produziert wer-
den. Unter Verwendung von Huh7 als Zielzellen sollte ein mögliher HVR1-
bedingter Virus-Esape als Hemmung der Infektion der Pseudotypen durh






Häug verwendete Chemikalien wurden, sofern niht gesondert angegeben,
von folgenden Firmen bezogen: Applied Biosystems (ABI) (Weiterstadt), Pe-
qLab (Erlangen), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Sigma-Aldrih (St. Louis),
Stratagene (Amsterdam), Rohe (Mannheim), Merk (Darmstadt), Braun





Terminator Cyle Kit 1.1 Applied Biosystems, Weiterstadt
CalPhos
TM
Mammalian Transfetion Kit BD Biosienes, Heidelberg
DyeEx
R©
2.0. Spin Kit Qiagen, Hilden
Expand Long Template PCR System Rohe, Mannheim
NuleoBond
R©
Xtra Maxipräparations-Kit Maherey-Nagel GmbH, Düren
QIAamp
R©
Viral RNA Mini Spin Kit Qiagen, Hilden
QIAprep
R©
Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
QIAquik
R©
Extation Kit Qiagen, Hilden
QIAquik
R©
PCR Puriation Kit Qiagen, Hilden
QuikChange
R©
Multiple Site-Direted Stratagene, Amsterdam
TOPO
R©
XL PCR Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe
3.1.3 Restriktionsendonukleasen
Folgende Enzyme wurden von der Firma New England Biolabs (Frankfurt/M)
verwendet: BamHI, BII, EoRI, EoRV, NsiI, PstI, SalI, XhoI
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3.1.4 DNA-Oligonuleotide
DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Operon (Köln) bezogen und
sind im Methodenteil in folgenden Tabellen aufgeführt: Tabelle 3.1, Tabelle
3.2, Tabelle3.3 und Tabelle3.4 .
3.1.5 Antikörper
Spezies Name Spezität Konjugat Hersteller
Maus Anti-Histidin monoklonal  Qiagen
Ziege anti-Maus monoklonal HRP BioRad
Maus anti-human CD19 monoklonal APC Invitrogen
Maus anti-human CD69 monoklonal PE Invitrogen
Maus anti-human CD71 monoklonal PE Invitrogen
Maus anti-human CD86 monoklonal PE Invitrogen
Maus anti-CD81 MG81 monoklonal  S. Abrignani, Italien
Maus anti-CD81 N81 monoklonal  S. Abrignani, Italien
Ziege anti-human IgM monoklonal  Bethyl Laboratories
Ziege anti-human IgM monoklonal HRP Bethyl Laboratories
Ziege anti-human IgG monoklonal PE Dianova
3.1.6 Geräte
Gerät Hersteller
Agarose-Gelapparaturen Gibo BRL, Karlsruhe
Analysenwaagen Sartorius, R 160P-D1, Göttingen
Bakterienbrutshrank Heraeus Instruments, Hanau
Brutshrank, CO
2
-begast Heraeus Instruments, Hanau
Cobas Ampliprep/Cobas TaqMan 48
R©
Analyzer Rohe Diagnostis, Mannheim
Elektrophorese-Sequenzierautomat, 3100 Applied Biosystems, Weiterstadt
Elektrophorese-Transformator, ST 606 Gibo BRL, Karlsruhe
Fas Calibur BD Biosienes, Heidelberg
Kühlzentrifuge Miro 22 R Hettih, Tuttlingen
Kühlzentrifuge Rotanta TRC Hettih, Tuttlingen
Kühlzentrifuge Sorvall RC 28 S DuPont, Dreieih
Mikrotitterplaten Photometer, Sunrise Tean, Mannedorf/Zürih
pH-Meÿgerät Knik Calimati 761, Essen
Shüttler, Vortex REAX 2000 Heidolph, Kehlheim
Spektralphotometer DU 800 Bekman Coulter, Krefeld
Sterilarbeitsbank Heraeus, Hanau
Thermoyler 9700 Applied Biosystems, Weiterstadt
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Tishzentrifuge, 5415/5402 Eppendorf, Hamburg
Ultrazentrifuge, L8 60M Bekman Coulter, Krefeld
UV-Lampe FluoLink Biometra, Göttingen
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3.2 Molekularbiologishe Methoden
3.2.1 RNA-Präparation
Zur Gewinnung von HCV-RNA aus Patientenseren, wurde der QIAamp
R©
Viral RNA Mini Kit der Firma Qiagen, nah Angaben der Hersteller, ver-
wendet. Nah Blutentnahme wurden die Proben zentrifugiert (10 min, 3000
rpm) oder bei 4
◦
C gelagert. Das Serum wurde entfernt und bis zur Weiter-
verarbeitung bei -80
◦
C gelagert, um den Abbau der RNA durh RNAsen
zu verhindern. Das Prinzip der RNA-Präparation beruht auf der selektiven
Bindung der RNA an eine Siliagel-Membran. Um RNAsen zu inaktivieren
und die Isolierung intakter RNA zu gewährleisten, wird die Probe zunähst
unter denaturierenden Bedingungen lysiert. Die Probe wird durh die Puf-
ferbehandlung auf die rihtigen Bindungsbedingungen eingestellt und auf die
Siliagelsäule aufgetragen. Die RNA bindet selektiv an die Siliagel-Membran
und übrige niht bindende Substanzen des Lysats werden verworfen. Nah





Die in Bakterien vermehrten Plasmide wurden je nah benötigter DNA kon-
zentration mit einem QIAprep
R©
Spin Minipräparations-Kit oder einem Nu-
leo-Bond
R©
Xtra Maxipräparations-Kit der Firmen Qiagen und Maherey
und Nagel isoliert. Dazu wurden einzelne Transformanden mit einer steri-
len Pipettenspitze von der Agarplatte in ampiillin- oder kanamyinhaltiges
LB-Medium überführt, in welhem sie über Naht bei 37
◦
C unter Shüt-
teln (220 rpm) kultiviert wurden. Für eine Plasmid-Minipräperation wur-
den 5 mL Übernahtkulturen verwendet, während eine Maxipräparation mit
350 mL Bakterienkultur durhgeführt wurde. Die Übernahtkultur wurde
10 Minuten lang mit 5000 g bei 4
◦
C zentrifugiert. Die daraus resultieren-
den Sedimente wurden entsprehend den Angaben der Hersteller einer al-
kalishen Lyse unterzogen. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte nah
dem Anionen-Austaush Prinzip mittels spezieller Säulen, deren Siliatma-
trix die DNA der Bakterien bindet. Die Elution erfolgte mit Hohsalzpuern.
Die Plasmid-DNA wurde durh eine Isopropanol-Präzipitation mit anshlie-
ÿender Ethanolfällung isoliert und entsalzt. Die DNA-Konzentrationen einer
Minipräparation liegen durhshnittlih bei 0,2 µg µL
−1
. Mit einer Plasmid-
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3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Die Bestimmung der Konzentration von nukleinsäurehaltigen Lösungen er-
folgte in einem Spektralphotometer durh Messung der Absorption bei den
Wellenlängen 260 und 280 nm in Quarzküvetten. Die A
260
gibt die Konzen-
tration der Nukleinsäuren an. Hierbei gilt:












Zur Bestimmung des Reinheitsgrades der Lösung wird der Quotient der Ab-
sorptionswerte bei 260 und 280 nm berehnet. Reine Nukleinsäuren zeihnen
sih durh ein Verhältnis von etwa 260/280 = 1, 8 aus.
3.2.4 Reverse Transkription
Die reverse Transkription dient zum Nahweis von RNA, indem mit Hilfe
einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase (reverse Transriptase, RT), vor-
handene RNA in DNA umgeshrieben wird. Die DNA kann im Anshluss
als Ausgangsmaterial in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (siehe Abshnitt
3.2.5) verwendet werden, um spezishe Sequenzen aus dieser DNA zu am-
plizieren. Zur Synthese von DNA aus HCV-RNA, wurden 400 - 800 ng der
Ausgangs-RNA in 5 µL RNAse-freiem ddH
2
O resuspendiert, mit 2 µL Ran-
dom Hexameren (Invitrogen) gemisht und für 10 min bei 65
◦
C inkubiert.
Während dieses Shrittes erfolgt die Auösung von Sekundärstrukturen in-
nerhalb der RNA und die zufällige Bindung der zugesetzten Oligonukleotid-
Primer. In einem zweiten Shritt wurde, nah Zugabe des folgenden Reakti-




Reaktionsgemish zur Synthese von DNA µL





, 25 mM (ABI) 4
dNTPs, 2 mM (Invitrogen) 4






Reverser Transkriptase, 65 U µL
−1
(Supersript II, Invitrogen) 1
DNA 5
3.2.5 Polymerase-Kettenreaktion
Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sih um eine sehr sensi-
tive und spezishe Tehnik zur in vitro Amplikation einer DNA-Zielsequenz.
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Mit Hilfe synthetisher Oligonukleotid-Primer, die zu den Enden der DNA-
Zielsequenz komplementär sind und mit Hilfe einer thermostabilen Polymera-
se, die an die Zielsequenz bindet und den Einbau von Desoxyribonuleotiden
(dNTPs) katalysiert, wird ausgehend von der entsprehenden DNA-Matrize
die Ziel-DNA in mehreren Zyklen vervielfältigt. Ein Zyklus der Polymerase-
Kettenreaktion besteht aus den drei folgenden Shritten:
1. Denaturierung der doppelsträngigen DNA durh Erhitzung auf 95
◦
C.
Dabei wird die DNA in ihre zwei komplementäre Einzelstränge gespal-
ten.
2. Annealing (Hybridisierung) der a. 15-40 bp langen Primer an die DNA-
Einzelstränge. Die Primer müssen spezish und komplementär zur
Zielsequenz gewählt sein. Die Temperatur des Hybridisierungsshrittes
ist abhängig von der Basensequenz und Länge der Primer.
3. Extension/Synthese des komplementären DNA-Doppelstrangs. Die Pri-
mer dienen als Ansatzpunkte der DNA-Polymerase für den Synthese-
start. Die hitzestabile DNA-Polymerase verlängert in 3-Rihtung bei
ihrem Temperaturoptimum in Anwesenheit von Desoxyribonukleosid-
Triphosphaten und zweiwertigem Magnesium die hybridisierten Pri-
mer. Die synthetisierte Doppelstrang-DNA dient ihrerseits in weiteren
PCR-Zyklen als Matrize zur DNA-Amplikation, sodass die Menge der
Zielsequenz exponentiell vermehrt wird.
Das Anreihern identisher Kopien ermögliht die Visualisierung des interes-
sierenden DNA-Abshnitts durh Agarosegel-Elektrophorese (siehe Abshnitt
3.2.8) und Fluoreszenzmarkierung mit Ethidiumbromid.
Zur Amplikation der HCV-Hüllproteine E1 und E2 wurde eine Variation
der PCR, eine sog. semi-nested PCR durhgeführt. Hierbei wurden zwei hin-
tereinander geshaltete PCRs mit teilweise ineinander geshahtelten (semi-
nested) Primerpaaren kombiniert, um die Sensitivität der PCR zu steigern
und die absolute Kopienzahl des Amplikates zu erhöhen. Bei dieser Form
der PCR wird in einer ersten PCR mit einem Primerpaar eine Zielsequenz
ampliziert, welhe als Matrize in einer zweiten PCR verwendet wird. In die-
ser zweiten PCR bleibt der 5'-Primer unverändert, während der 3'-Primer
stromaufwärts eingerükt wird. Das Primerpaar der zweiten PCR liefert nur
dann ein positives Ergebnis, wenn in der ersten PCR die korrekte Sequenz
ampliziert wurde. Die jeweiligen Primer zur Amplikation der E1/E2-Gene
sind genotypspezish. Sie sind in Tabelle 3.1 aufgelistet. Die Komponenten
der ersten und zweiten PCR (PCR1 und PCR2) wurden wie folgt angesetzt.
Die DNA, welhe als Matrize in der PCR1 verwendet wird, wurde wie in
Abshnitt 3.2.4 beshrieben, in einer RT-PCR generiert.
24
Kapitel 3. Material und Methoden
PCR1-Komponenten µL
dNTPs, 10 mM (Invitrogen) 5
Erster 3'-Primer, 10 pmol µL
−1
1,5
5'-Primer, 10 pmol µL
−1
1,5
10 x Expand PCR Puer 3 (Rohe) 5
MgCl
2





Expand enzyme mix 3,5 U µL
−1
(Rohe) 1
DNA aus RT-PCR 6
PCR2-Komponenten µL
dNTPs, 10 mM (Invitrogen) 5
Zweiter 3'-Primer, 10 pmol µL
−1
1,5
5'-Primer, 10 pmol µL
−1
1,5
10 x Expand PCR Puer 3 (Rohe) 5
MgCl
2





Expand enzyme mix 3,5 µL
−1
(Rohe) 1


















Tabelle 3.1: Primer zur Amplikation der HCV-E1/E2-Sequenzen
Genotyp Position PCR Name Sequenz
1
3' 1 Core35-131-1s 5'-gtaaaaagg
3' 2 HCV1aEoR1-for 5'-ggaattgatatggggtaatag
5' 1 und 2 22057EoRV-Stop-r 5'-ggatatttatgttgggatatgagttgatat
2
3' 1 HCV2a390F 5'-tgaaagagttaagttt
3' 2 HCV2a728EoRInF 5'-gaatttttggatatggggtaat
5' 1 und 2 HCV2a2592EoRI 5'-ggaattgatatattggtggaaaagatg
3
3' 1 HCV3a381F 5'-aatgtgaaggag
3' 2 HCV3a727EoRInF 5'-ggaattttggattatggggtaat
5' 1 und 2 HCV3aEoRIXhoIR 5'-ggaatttgagttatttgttgtgatatgtagg
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3.2.6 Mutagenese-PCR
Die Durhführung der ortsgerihteten Mutagenese erfolgte mit Hilfe des
Quik-Change
R©
Multi Site-Direted Mutagenesis Kit (Stratagene). Hierbei
wurde nah den Angaben der Hersteller verfahren. Mit dieser Tehnik wur-
den die HCV-Konsensussequenzen generiert.
Die Konsensussequenzen wurden auf der Grundlage von jeweils 5 Klonen
pro Transformation berehnet. Die Sequenz, die der theoretishen Konsensus-
sequenz am ähnlihsten war, wurde als Matritze zur Mutagenese verwendet
(siehe Anhang). Für jede einzubauende Mutation wurden Mutagenese Primer
entworfen, die simultan an einen der denaturierten Plasmid-Einzelstränge
binden und mit Hilfe der Turbo-Pfu Polymerase zu einem komplementären
Doppelstrang synthetisiert werden. Die verwendeten Mutagenese-Primer sind
in Tabelle 3.2 aufgelistet. Für die Primer wurde eine Annealing-Temperatur
von 55
◦
C und eine Annealing-Dauer von 7,5 Minuten gewählt. Mit die-
ser Tehnik wurden bis zu 5 Mutationen pro Plasmid simultan in einer
PCR eingebaut. Die Position und Art der eingebauten Mutationen sind aus-
führlih im Anhang beshrieben. Anshlieÿend wurde niht mutierte Tem-
plate-DNA, die durh Vermehrung in E. oli-Bakterien durh eine dam-
Methylierung gekennzeihnet ist, mit einem DpnI-Verdau (10 U µL
−1
) se-
lektiv abgebaut. Die mutierte Plasmid-DNA wurde nah Anleitung des Her-
stellers in ultrakompetente Bakterien (XL 10 Gold ells) transformiert. Das
Ergebnis der Mutagenese-PCR wurde durh Sequenzierung der Plasmide, die
aus Ampiillin-resistenten Klonen präpariert wurde, bestätigt.
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3.2.7 Real-Time PCR zur quantitativen Bestimmung
von HCV-RNA
Die Real-Time PCR wurde mit Hilfe des Cobas AmpliPrep/Cobas TaqMan
48
R©
Analyzer (CAP/CTM, Rohe Diagnostis) nah Angaben des Herstel-
lers, durhgeführt. Der CAP/CTM HCV-Test ist ein in vitro Nukleinsäure
Amplikationstest zur quantitativen Bestimmung der HCV-RNA in Human-
serum oder -plasma. Die Probenvorbereitung erfolgt automatish mit dem
COBAS AmpliPrep Gerät. Die Amplikation und Detektion, beruhend auf
der Real-Time PCR-Tehnologie, wird mit dem COBAS TaqMan 48 Analyzer
ausgeführt. Der Test beruht im Wesentlihen auf 3 Shritten:
1. Probenvorbereitung zur Isolierung der HCV-RNA.
2. Reverse Transkription der Ziel-RNA zur Generierung komplementärer
DNA.
3. Simultane PCR-Amplikation von Ziel-DNA und Detektion der di-
stinkt markierten Hybridisierungssonden.
Die automatishe Aufreinigung der HCV-RNA erfolgt mit Hilfe der Magneti
Bead -Tehnologie. Durh Zugabe eines haotropen Lysepuers und Protein-
ase K zur Probe werden Nukleinsäuren freigesetzt und Proteine abgebaut.
Anshlieÿend werden die Nukleinsäuren an magnetishe Silikapartikel gebun-
den und bei erhöhter Temperatur eluiert. Die eluierte Nukleinsäure wird dann
in den COBAS TaqMan 48 Analyzer überführt. Reverse Transkription der
RNA und Amplikation der Ziel-DNA erfolgen unter Verwendung der Z05-
DNA-Polymerase, die sowohl reverse Transkriptase- als auh Polymerase-
Aktivität besitzt. Die Nukleotidsequenz der Primer, die zur 5'NTR des HCV-
Genoms komplementär sind, wurden so optimiert, dass eine vergleihbare
Amplikation aller HCV-Genotypen erzielt wird. Die Ehtzeit-Detektion der
akkumulierenden PCR-Produkte beruht auf der Grundlage des Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfers (FRET) unter Verwendung von distinkt mar-
kierten Sonden, die mit der HCV-DNA hybridisieren. Der CAP/CTM HCV-
RNA-Test hat eine Nahweisgrenze von a. 7,4 U mL
−1
und einen linearen
Bereih der HCV-Quantizierung von a. 28 U mL
−1
bis 1, 4× 107 U mL−1
(Sarrazin et al., 2008) .
3.2.8 Agarosegelelektrophorese
Die DNA-Agarose-Gelelektrophorese wird zur Überprüfung von Restriktions-
verdaus, PCR-Reaktionen und zur Abshätzung von DNA-Konzentrationen
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eingesetzt. Bei der Auftrennung und Gröÿenbestimmung von DNA-Molekülen
bildet Agarose je nah Konzentration im verwendeten Puer eine Matrix aus
grob- oder engmashigen Poren, durh die DNA-Moleküle im elektrishen
Feld aufgrund ihrer Gröÿe aufgetrennt werden. Die Phosphorsäuregruppen
im Rükgrat der DNA verleihen ihr im verwendeten TBE-Puer bei pH 8,0
eine negative Ladung, wodurh sie zur Anode wandert. Die Wanderungsge-
shwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional dem Logarithmus der Gröÿe
des DNA-Fragments. Die Agarose wurde in 0,5 x TBE-Puer aufgekoht
und mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 1 µg µL
−1
ver-
misht. Der Fluoreszenzfarbsto Ethidiumbromid interkaliert zwishen den
Basen der DNA und ermögliht die Visualisierung der DNA-Banden in UV-
Liht. Das Gel wurde in eine Flahbettgelapparatur gegossen. Durh den
Einsatz eines speziellen Kammes wurden Probetashen in benötigter Anzahl
und Gröÿe ausgespart. Die Proben wurden in einer 10-fahen Verdünnung
mit Gel-Ladepuer versetzt und in die Probetashen pipettiert. Zur Gröÿen-
bestimmung wurden DNA-Gröÿenstandards mit aufgetragen. Die Elektro-
phorese wurde bei einer Spannung von 60-80 V durhgeführt. Die Detektion




0,5 M EDTA (pH 8,0) 40 g
ddH
2







O ad 1 mL
3.2.9 DNA-Ppäparation aus Agarosegelen
Die Wiedergewinnung der DNA nah der Amplikation oder dem Restrikti-
onsenzymverdau erfolgte mittels dem QIAquik
R©
Gel Extration Kit (Qia-
gen), nah Angaben der Hersteller. Die für weitere Anwendungen erforderli-
he DNA wurde unter UV-Liht aus dem Gel ausgeshnitten und gewogen.
Die Gelstüke wurden in geeignetem Puer und einer Temperatur von 50
◦
C geshmolzen. Die DNA bindet anshlieÿend unter salzhaltigen Puerbe-
dingungen selektiv an eine Siliagelsäule. Nah 2 Washshritten wurde die
DNA mit destilliertem Wasser in einem Volumen von 30 µL eluiert.
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3.2.10 Klonierung von PCR Produkten
Unter Klonierung von DNA versteht man ihre Vervielfältigung in identishen
Kopien (Klone). Das klassishe Klonierungsverfahren nutzt die Fähigkeit von
Bakterien, Plasmide aufzunehmen und zu vermehren.
Die direkte Klonierung von PCR-Produkten zu Sequenzierzweken erfolg-
te mittels des Topo
R©
-TA-Cloning-Kits in den Vektor pCR-XL-TOPO (Invi-
trogen). Der linearisierte pCR-XL-TOPO-Vektor ist an den 3'-Enden durh
einen Thymidin-Überhang gekennzeihnet, der eine eektive Insertion von
Taq-amplizierten Fragmenten gewährleistet, da die Taq-Polymerase interne
Transferaseaktivität besitzt, die zusätzlih ein Adenin an die 3'-Enden des
PCR-Produktes anhängt. Alle PCR-Produkte, die mit anderen Polymerasen
ampliziert wurden, mussten daher nahträglih mit 1 µL dATP und 1 µL
Taq-Polymerase 20 Minuten bei 72
◦
C inkubiert werden, um mit einem 3'-
Adenin-Überhang versehen zu werden. Des Weiteren besitzt der Vektor eine
kovalent gebundene Topoisomerase I, die die Ligation von Vektor und Insert
katalysiert (Abbildung 3.1).
Das Enzym bindet an doppelsträngige DNA und spaltet die Phosphodie-
sterbrüken am 5-Ende eines DNA-Strangs. Die hierbei freiwerdende Ener-
gie wird zum Aufbau einer kovalenten Bindung zwishen dem 3-Phosphat
des gespaltenen DNA-Strangs und einem Tyrosin-Rest (Tyr-274) der To-
poisomerase I genutzt. Diese kovalente Phospho-Tyrosin-Bindung zwishen
Vektor und Topoisomerase I wird in einem nähsten Shritt von der 5-
Hydroxy-Gruppe des amplizierten DNA-Fragments angegrien, wobei es zu
einer Umkehrung der Reaktion und damit zur Freisetzung der Topoisomerase
Abbildung 3.1: Shematishe Darstellung der Katalyse der Ligation von PCR-Produkt
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I kommt. Die Durhführung der Ligationsreaktion und der Bakterientrans-
formation (one shot Top 10, Invitrogen) erfolgte gemäÿ den Anleitungen des
Herstellers. Eine Selektion von transformierten Bakterien wurde durh ei-
ne Antibiotika-Resistenz ermögliht, da der pCR-XL-Topo-Vektor mit einem
Ampiillin-Resistenzgen ausgestattet ist.
3.2.11 Herstellung hemish kompetenter Bakterien
Die Herstellung von hemish kompetenten E. oli Bakterien erfolgte in einem
Volumen von 400 mL LB-Medium, welhes mit 1 mL einer frishen Bakte-
rienübernahtkultur im Erlenmeyerkolben angeimpft wurde. Die Bakterien-
kultur wurde bei 37
◦
C bis zum Erreihen einer optishen Dihte OD
600
von
0,5 geshüttelt. Anshlieÿend wurden die Bakterien für 20 Minuten auf Eis
gekühlt, zentrifugiert (10 min, 2000 rpm), in 30 mL eiskaltem TFB1-Puer
aufgenommen und für 10-15 Minuten auf Eis inkubiert. Danah wurden die
Bakterien wie zuvor zentrifugiert, in 4 mL eiskaltem TFB2-Puer resuspen-




















3.2.12 Transformation von Bakterien
Eine Transformation von kompetenten Bakterien wird hauptsählih zur Ver-
mehrung neu konstruierter Plasmide angewandt. Zur Transformation he-
mish kompetenter E. oli Bakterien wurden entsprehende Aliquots auf Eis
aufgetaut. Fünfzig µL kompetente Zellen wurden mit 10 µL eines Ligati-
onsansatzes oder mit 0,5 µg Plasmid-DNA versetzt und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Nah einem anshlieÿenden Hitzeshok von 45 Sekunden bei 42
◦
C wurden die Zellen mit 0,5 mL LB-Medium versetzt und für 45 Minuten
bei 37
◦
C in einem Thermoshüttler inkubiert. Shlieÿlih wurde ein Teil
des Transformationsansatzes, gewöhnlih 50 bis 200 µL auf LB-Agarplatten
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ausplattiert, die, je nah Resistenzgen des Plasmidtyps Ampiillin oder Ka-
namyin zur Selektion enthalten. Es folgte eine Bebrütung der Agarplatten
bei 37
◦
C für etwa 12-16 Stunden.
3.2.13 DNA-Sequenzierung
Mittels Sequenzierung lassen sih unter anderem Klonierungsresultate über-
prüfen und Mutationen aufdeken. Die zugrundeliegende Methode der DNA-
Sequenzierung beruht auf dem von Sanger entwikelten Kettenabbruhver-
fahren (Sanger, 1981). Dabei führen zum PCR-Ansatz beigefügte 2'-, 3'-
uoreszenzmarkierte Dideoxynukleotid-Triphosphate (ddNTPs), die am 3'C-
Atom statt einer OH-Gruppe ein Wasserstoatom gebunden haben zur Ter-
mination der DNA Synthese, da die Bildung einer Phosphodiesterbindung
am 3'C-Atom verhindert wird. Dies hat zur Folge, dass untershiedlih lange
DNA-Fragmente entstehen, welhe ihrer Gröÿe nah aufgetrennt werden und
durh Laserliht anregbar sind, wobei sie Liht in vier vershiedenen Spek-
tralfarben, entsprehend den vier uoreszenzmarkierten Nukleotiden emit-
tieren. Für die Sequenzierung wurde der ABI PRISM BigDye Terminator
Cyle Sequening Ready Reation Kit verwendet. Die in dieser Arbeit ver-
wendeten Sequenzierprimer sind HCV Genotyp 1-, 2- und 3-spezish und
liegen innerhalb der HCV-E1/E2 kodierenden Sequenz (Tabelle 3.3).
Alle Markierungsreaktionen wurden nah folgendem Thermoprogramm
durhgeführt: Denaturierung bei 96
◦
C für 10 Sekunden, Annealing bei 45
◦
C für 15 Sekunden und Extension bei 60
◦
C für 4 Minuten. Die Shritte wur-
den 35 mal wiederholt. Anshlieÿend wurden die übershüssigen Nukleotide
durh Aufreinigung mittels des DyeEx
R©
-Kits (Qiagen) nah Angaben des
Herstellers entfernt. Nah der Zugabe des jeweiligen Eluats in ein 96-well -
Tabelle 3.3: Genotyp-spezishe HCV-E1/E2-Sequenzierprimer
Genotyp Position Name Sequenz
1
3' E1-257-2s 5'-gaaagggaattgggttg
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Sequenziergefäÿ wurde die automatishe Sequenzierung mit dem Sequenzier-
gerät ABI PRISM
TM
3100 Geneti Analyzer (Applied Biosystems) gestartet.
3.2.14 Analytishe und präparative Restriktionsanalyse
Restriktionsendonukleasen sind spezielle, aus Bakterien isolierte Enzyme, die
doppelsträngige DNA sequenzspezish shneiden. Ihre in vivo Funktion be-
steht darin, Fremd-DNA, die in Bakterien eingedrungen ist, aufgrund des
DNA-Methylierungsmusters zu erkennen und abzubauen. Für den analyti-
shen Restriktionsverdau wurden in der Regel 200 ng DNA mit 5 U der
entsprehenden Enzyme unter Verwendung der vom Hersteller empfohlenen
Reaktionspuer für maximal 2 Stunden bei 37
◦
C in einem Gesamtvolu-
men von 30 µL inkubiert. Zu präparativen Zweken wurden 1 µg DNA mit
den entsprehenden Enzymen und Reaktionspuern für mindestens 2 Stun-
den inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde anshlieÿend im Agarosegel (siehe
Abshnitt 3.2.8) elektrophoretish aufgetrennt.
3.2.15 Ligation
Für die Ligation eines DNA-Fragmentes mit einem linearisierten Vektor wur-
de die T4-DNA-Ligase verwendet. Diese Ligase katalysiert mit Hilfe von ATP
und Mg
2+
-Ionen die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwishen der
5'-Phosphatgruppe und der 3'-Hydroxylgruppe von DNA-Molekülen. Bei der
Ligation eines Vektors (200 ng) mit der einzubauenden DNA wurde ein mo-
lares Verhältnis von 3:1 eingestellt. Ein Standard-Ligationsansatz unter Ver-
wendung der T4-DNA-Ligase setzt sih folgendermaÿen zusammen:
Reaktionsansatz
Ligase-Puer, 2x (NEB) 1 µL





O ad 10 µL
Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte über Naht bei 16
◦
C. Um die
Religationsrate des Vektors zu verringern, wurde dieser nah dem Restrikti-
onsverdau mit 1 µL Phosphatase (CIP) für 1 Stunde bei 37
◦
C inkubiert.
3.2.16 Herstellung von Histidin-markierten Fusionspro-
teinen
Zur Sekretion von rekombinantem E2-Protein in Säugerzellen wurden Ex-
pressionsvektoren konstruiert, die mit der E1/E2-Konsensussequenz und mit
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zusätzlihen Kodons zur Expression einer Histidin-Markierung, ausgestat-
tet sind. Damit das E2-Protein nah posttranlationaler Abspaltung des E1-
Proteins als löslihes Protein sekretiert wird, wurden die C-terminalen 85
Aminosäuren des E2-Proteins, die die Transmembrandomäne bilden, ent-
fernt. Um eine einfahe Gewinnung und Detektion der sekretierten Proteine
zu gewährleisten, wurde der verkürzte C-Terminus des E2-Proteins mit einem
Hexa-Histidin-Marker versehen. Für die Amplikation der E1/E2-Sequenzen
wurden folgende Plasmide p289/85, p289/22057, p289/21693, p289/11632,
p289/21952 und p289/21949 als Matrize verwendet. Die semi-nested PCR
wurde wie in Abshnitt 3.2.5 beshrieben, durhgeführt. Die verwendeten
Primer sind in Tabelle 3.4 aufgelistet. Der 3'-Primer und der 5'-Primer der
PCR2 führen die für die Klonierung notwendigen Shnittstellen EoRI und
NsiI ein. Des Weiteren kodiert der 5'-Primer der PCR2 für das Hexa-Histidin-
Peptid.
Anshlieÿend wurden die Sequenzen über die Shnittstellen EoRI und
NsiI in den Expressionsvektor pCMV5 (freundliherweise von Dr. Riar-
do Biondi, Medizinishe Klinik 1, Frankfurt am Main, zur Verfügung ge-
stellt) kloniert und zur Kontrolle sequenziert. Die Expressionsvektoren wur-
den analog der zugrunde liegenden Serumnummer, woraus die Konsensus-
sequenz für die Hüllproteine ampliziert wurde, als s85, s22057, s11632,
s21693, s21949 und s21952 benannt. Nah Transfektion von 293T-Zellen wur-
de der Zellüberstand gesammelt und die Proteine wurden mittels Metall-
Anitätshromatographie isoliert (siehe Abshnitt 3.5.1). Zur Kontrolle wur-
de der Überstand von niht transzierten Zellen parallel zu den transzierten
Tabelle 3.4: Primer zur Herstellung von Histidin-markierten Fusionsproteinen
Gt
a
Position PCR Name Sequenz
1







5' 2 O-AS-linker-his-NsiI 5'-ggaatgatttaatggtgatggtgatggtgtgaatt
2







5' 2 O-AS-linker-his-NsiI 5'-ggaatgatttaatggtgatggtgatggtgtgaatt
3
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Zellüberständen analysiert.
3.3 Arbeiten mit HCV-Pseudotypen und nati-
ven HCV
3.3.1 Produktion von HCV-Pseudotypen
Für die Herstellung der HCV-Pseudotypen (HCVpp) ist eine Kotransfektion
der Produktionszelllinie (293T-Zelllienie) mit einem Retrovektor, mit einem
Verpakungsvektor und mit einem HCV-E1/E2-Expressionsvektor notwen-
dig. Retrovektoren und Verpakungsvektoren wurden freundliherweise von
Prof. D. von Laer (Georg-Speyer Haus, Frankfurt am Main) und von Prof.
F.L Cosset (Éole normal superieure, Lyon) zur Verfügung gestellt.
Retrovirale Vektoren, Transfervektoren: in dieser Arbeit wurde zur Pro-
duktion von HCVpp der onkoretrovirale Vektor M38 verwendet, der auf dem
MLV-System beruht. Dieser Vektor kodiert niht für retrovirale Proteine,
sondern enthält lediglih als retrovirale Elemente das Verpakungssignal ψ,
die Primer-Bindungsstelle für den tRNA-Primer und die retroviralen 5' und
3' long terminal repeats (LTRs). Des Weiteren kodiert er für das zu übertra-
gende Reportergen gfp, das zwishen den 5'- und 3' LTRs eingebaut ist. Das
ψ-Verpakungssignal ist für die Verpakung der in der Produktionszelle syn-
thetisierten RNA in die Pseudotypen notwendig. Die LTRs sind für den Start
der reversen Transkription von RNA in provirale DNA und die Integration
des Provirus (hier gfp) ins Genom der inzierten Wirtszelle verantwortlih.
Verpakungsvektoren: der verwendete Verpakungsvektor M2 kodiert für
die viralen Gene gag und pol des MLV, die für die Verpakung der Retro-
vektoren verantwortlih sind. Gag kodiert für die MLV-Kapsid-Proteine und
ist für das Ausshleusen der Pseudotypen aus der Zelle und die Erkennung
des ψ-Verpakungssignals zuständig, während pol für die MLV-Polymerase
(RT), RNAseH und Integrase kodiert. Zur Infektion von ausdierenzierten
Zellen wurden analog zu den oben geshilderten Vektoren, HIV (human im-
munodeieny virus)-basierte Vektoren (M420 und M334) zur Herstellung
von Pseudotypen verwendet.
HCV-E1/E2-Expressionvektoren: die E1/E2-Expressionsvektoren (Tabel-
le 4.5) wurden wie in Abshnitt 4.1 beshrieben, auf der Grundlage von kli-
nish harakterisierten HCV-Patientenseren hergestellt.
Die Pseudotypen wurden in 293T-Zellen, der sog. Verpakungszelllinie
produziert. Hierzu wurden konuente Zellen (a. 60 %) a. 24 Stunden vor
Transfektion in einer Dihte von 1 × 106 Zellen pro Kulturshale (Durh-
messer 100 x 20 mm) in DMEM-Medium ausgesät. Die Transfektion wur-
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de mit der Kalziumphosphat-Kopräzipitationstehnik, mit Hilfe des CalPhos
Mammalian Transfektionskit der Firma Cloneteh durhgeführt. Folgender





Retrovektor M38 (konz. 1 µg µL
−1
) 8
Verpakungsvektor M2 (konz. 1 µg µL
−1
) 8
HCV-E1/E2-Expressionsvektor (konz. 1 µg µL
−1
) 4
Anshlieÿend wurden 55 µL CaCl
2
tropfenweise unter Vortexen zum Reakti-
onsansatz pipettiert.
In separate 2 mL-Reaktionsgefäÿe wurden entsprehend der Anzahl der
Transfektionen jeweils 280 µL Hepes-Puer vorgelegt. Anshlieÿend wur-
de der Reaktionsansatz mit den vershiedenen Vektoren tropfenweise und
unter ständigem Vortexen zu den vorbereiteten Hepes-Aliquots pipettiert.
Nah 20 Minuten wurde der Transfektionsansatz vorsihtig ins Kulturmedi-
um der 293T-Zellen überführt. Nah einer maximal 16-stündigen Inkubati-
on im Brutshrank wurde das Medium abgesaugt und durh 7 mL frishes
Medium ersetzt. Wahlweise wurden an dieser Stelle für die entsprehenden
Versuhe die Kulturbedingungen variiert (siehe Abshnitt 4.1.5). Nah dem
Mediumwehsel kann die Transfektionsezienz anhand der GFP -Expression
des Reportergens mittels Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert werden. Vier-
undzwanzig und 36 Stunden nah der Transfektion wurde der Kulturüber-
stand der Zellen mit den sekretierten HCVpp gesammelt und sterilltriert.
Der Überstand kann direkt zur Infektion von Zellen verwendet werden oder
er wird durh Ultrazentrifugation mit Hilfe eines 20-prozentigen Saharose-
kissens konzentriert (2,5 Stunden, 25000 rpm, 4
◦
C).
3.3.2 Infektion von Huh7-Zellen mit HCV-Pseudotypen
Nah erfolgreiher Infektion von Huh7-Zellen mit HCVpp wird die in den
Pseudotypen verpakte RNA, durh reverse Transkription in DNA umge-
shrieben. Die DNA, welhe für das Reportergen gfp kodiert, wird stabil ins
Wirtsgenom integriert und exprimiert. Die Expression des gfp lässt sih mi-
kroskopish oder durh ytometrishe Messung nahweisen (siehe Abshnitt
3.4.5) . Die Infektion von Huh7-Zellen erfolgte je nah Versuh in 24- oder
96-well -Kulturshalen, wenn niht gesondert angegeben unter Standardkul-
turbedingungen in DMEM mit 10 % FCS. Dazu wurden die Zellen 24 Stun-
den vor der Infektion, je nah verwendeter Kulturshale, in einer Dihte von
4× 104 oder 5× 103 Zellen mL−1 in DMEM-Medium ausgesät. Zur Infektion
der Zellen wurden entweder 50 µL konzentrierte Pseudotypen oder 50 µL
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Zellüberstand mit den sekretierten Pseudotypen zu den Zellen pipettiert. Je
nah Versuhsbedingungen wurden die Zellen für 2 Stunden bei 2000 rpm
zentrifugiert oder direkt im Brutshrank inkubiert. Vierundzwanzig Stunden
nah Zugabe der Pseudotypen wurde das Zellmedium durh frishes Medium
ersetzt. Zur Kontrolle der HCV-Spezität wurde stets ein Kontroll-Pseudotyp
verwendet (jeweils im Ergebnisteil angegeben). Bei der Auswertung der Infek-
tiösität der HCVpp wurden die Ergebnisse mittels dieser Kontrollen normiert
(siehe Ergebnisteil).
3.3.3 HCV-Neutralisationstest
Zur Messung neutralisierender Antikörper gegen HCV wurden 20 µL HCVpp
mit Patientenseren in einer 200-fahen Verdünnung mit PBS für 30 Minu-
ten inkubiert. Anshlieÿend wurden die Huh7-Zellen mit den vorbehandelten
Pseudotypen wie in Abshnitt 3.3.2 beshrieben, inziert. Neutralisierende
Antikörper binden an die Hüllproteine der Pseudotypen und inhibieren da-
durh deren Infektiösität, was als Abnahme der Expression des Reportergens
ytometrish detektierbar ist. Die Ergebnisse wurden auf die Pseudotypen-
Infektiösität, nah Behandlung mit HCV-negativem Serum normiert.
3.3.4 Präparation nativer HCV aus Patientenseren
Die Präparation nativer Viren aus Patientenseren erfolgte mittels einer Dih-
tegradientenzentrifugation mit Hilfe eines selbstgeformten Iodixanol-Dihte-
Gradienten (OptiPrep, Axis-Shield). Hierzu wurde eine 25 prozentige (w/v)
Iodixanol-Arbeitslösung, bestehend aus Iodixanol und DMEM-Medium her-
gestellt. Anshlieÿend wurden jeweils 15 mL der Iodixanol-Lösung in dik-
wandige Polykarbonat-Ultrazentrifugenröhrhen gefüllt und mit 1 mL Pati-
entenserum gemisht. Während einer 24-stündigen Zentrifugation bei 25000
rpm und 4
◦
C entsteht aufgrund der Zentrifugalkraft ein selbstgeformter
Dihtegradient. Die Viruspartikel und andere Serumbestandteile werden wäh-
rend der Zentrifugation entsprehend ihrer Dihte aufgetrennt. Für die Zen-
trifugation wurde ein Festwikelrotor (Bekman TI65.1) verwendet. Fest-
winkelrotoren sind aufgrund ihrer kürzeren Sedimentationsstreke gegenüber
Ausshwingrotoren für die Herstellung eines Gradienten zu bevorzugen. Im
Anshluss an die Zentrifugation wurde der Gradient vorsihtig in jeweils 1
mL Fraktionen aufgetrennt. Um diejenigen Fraktionen in denen sih die Vi-
ren aufgrund ihrer buoyont Dihte angereihert haben zu identizieren, wur-
de mit Hilfe einer real time PCR (siehe Abshnitt 3.2.7) die HCV-RNA in
den einzelnen Fraktionen bestimmt. Die Dihte der gesammelten Fraktionen
wurde durh Messung der Absorption der Fraktionen (in DMEM 10000-fah
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verdünnt) bei einer Wellenlänge von 244 nm, was dem Absorptionsmaximum
von Iodixanol entspriht, bestimmt. Mit Hilfe der vom Hersteller angegebe-




Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen sind in Tabelle 3.5 aufgelistet. DMEM
(Dulbeo's Modied Eagle Medium) (Gibo, Karlsruhe) und RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) 1640 Medium (Gibo, Karlsruhe) wurden standard-
mäÿig mit 10 % fötalem Kälberserum (FCS)(Gibo, Karlsruhe) und mit 1 %
Peniillin/Streptomyin (PAA-Laboratories, Linz) versetzt.
Zur Produktion von HCVpp in 293T-Zellen wurde die Zugabe von Serum
zum Medium variiert. Je nah Versuhsansatz wurde dem DMEM wahlweise
0,1 % FCS oder 2 % humanes Serum zugesetzt. Ebenso wurden die Huh7
Zellen zur Infektion mit Pseudotypen wahlweise in DMEM mit 2 % humanem
Serum kultiviert.
Die vershiedenen Zellen wurden in speziellen Brutshränken in wasserge-




C kultiviert. Je nah Art
des Versuhes wurden die Zellen in Gewebekuturshalen mit einem Durh-
messer von 100 x 20 mm oder in 24-, 48- oder 96-well -Kulturshalen gezüh-
tet. Konuente Zellen wurden mit PBS gewashen und mit Trypsin-EDTA-
Lösung (0,05 % in PBS)(PAA-Laboratories, Linz) von der Kulturshale ab-
gelöst. Je nah gewünshter Zelldihte wurden die trypsinierten Zellen in
geeigneten Verdünnungen auf neue, mediumhaltige Kulturshalen verteilt.
Tabelle 3.5: Verwendete Zelllinien und primäre Zellen
Zelllinie Herkunft Spezies Medium
Huh7 Hepatom-Zelllinie Mensh DMEM
293T embryonale Nierenzelllinie Mensh DMEM
primäre PBMCs Blut Mensh RPMI
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3.4.2 Isolierung von periphären, mononukleären Zellen
aus Blutproben
Die Separation von periphären, mononukleären Zellen (PBMC) aus Vollblut
beruht auf einer Dihtegradientenzentrifugation. Während der Zentrifugati-
on werden PBMCs aufgrund ihrer Dihte von Erotrozyten und Granulozyten
separiert und in einer Interphase zwishen der Plasmafraktion und dem Se-
parationsmedium angereihert. Zur Isolierung von PBMC wurden ira 100
mL Vollblut von gesunden Probanden entnommen und in EDTA-Röhrhen
aufbewahrt. Das Blut wurde im Verhältnis 1:3 mit PBS gemisht und zu
je 30 mL in Shraubgefäÿe (50 mL) gefüllt. Anshlieÿend wurden unter das
Blut/PBS-Gemish mit einer 10 mL Pasteurpipette vorsihtig 12 mL Fioll-
Paque
TM
(Amersham Biosienes) untershihtet. In einem darauolgenden
Zentrifugationsshritt (25 min, 2000 rpm, 25
◦
C) wurden die PBMC, in einem
Ausshwingrotor ohne Bremseinwirkung, separiert. Die angereiherte Zell-
fraktion wurde vorsihtig in ein frishes Gefäÿ überführt und anshlieÿend
zwei mal mit PBS gewashen. Anshlieÿend wurde die Zellzahl mit einem
Hämatozytometer bestimmt und je nah gewünshter Zellzahl in geeigneten
Verdünnungen in RPMI-Standardmedium ausgesät.
3.4.3 Stimulierung von PBMCs
Im Rahmen dieser Arbeit wurden PBMCs mit CD81-Antikörpern (MG81 und
N81, freundliherweise aus der Arbeitsgruppe von S. Abrignani zur Verfügung
gestellt), mit löslihen HCV-E2-Proteinen, mit HCVpp, mit nativen Hepatitis
C Viren und mit SAC (Pansorbin-Cells, Calbiohem) stimuliert. SAC ist eine
Staphyloous aureus owan Zellsuspension, die als positiver Stimulus von
B-Lymphozyten bekannt ist. Zur Stimulation wurden 1 × 108 Zellen mL−1
ausgesät. Die CD81-Antikörper und HCV-Proteine wurden im Anshluss in
einer Konzentration von 5 µg µL
−1
zu je 1×108 Zellen mL−1 hinzugefügt. Zur
Stimulation mit HCVpp wurden je 100 µL konzentrierte Pseudotyp-Lösung
eingesetzt. Zur Stimulation der PBMCs mit nativen Viren wurde eine stan-
dardisierte Menge mit je 10000 IU mL
−1
(RNA-Konzentration) verwendet.
Die Messung von Aktivierungsmarkern auf B-Lymphozyten infolge der Sti-
mulation erfolgte ytometrish nah 24 Stunden (siehe Abshnitt 3.4.6). Zur
Messung der Antikörperproduktion infolge der Stimulation wurden die PBM-
Cs nah 10 Tagen analysiert (siehe Abshnitt 3.6.3).
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3.4.4 Transfektion von DNA in Eukaryonten-Zellen
Für die Transfektion von DNA in Eukaryonten-Zellen werden gegenwär-
tig mehrere Tehniken wie z.B. die Elektroporation, die Kalziumphosphat-
Kopräzipitation (siehe Abshnitt 3.3.1) oder die Transfektion mittels Lipo-
fektamin
TM
2000 angewandt. Die Transfektion mit Lipofektamin beruht auf
der Bindung der negativ geladenen DNA an positiv geladenen Liposomen.
Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in einer Dihte von 1×105
Zellen pro Vertiefung einer 24-well -Kulturplatte in einem Volumen von 500
µL ausgesät. Für die Transfektion wurden 50 µg DNA in 50 µL DMEM-
Medium gemisht. Parallel dazu wurden 2 µL Lipofektamin in 50 µL DMEM-
Medium gemisht und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An-
shlieÿend wurde die DNA mit dem Lipofektamin-Ansatz gemisht und wei-
tere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In jede Vertiefung der Zell-
kulturplatte wurden vorsihtig 100 µL der DNA-Lipofektamin-Lösung hinzu-
gegeben. Nah 6 Stunden wurde das Medium durh frishes DMEM-Medium
ersetzt.
3.4.5 Durhussytometrie
Die Durhussytometrie, auh FACS (uoresene ativated ell sorting)
genannt, ist eine Methode zur Charakterisierung von Zellen. Hierbei wer-
den suspendierte Zellen mit einem Laser angeregt, wodurh je nah Zelltyp
harakteristishe Lihtsignale gemessen werden und die Emission angeregter
Fluoreszenzfarbstoe in oder auf den Zellen analysiert und sortiert werden
können. Die Funktionsweise wird hier kurz erläutert.
Durh eine Trägerüssigkeit, worin sih die suspendierten Zellen benden,
wird eine laminare Strömung erzeugt. Durh eine Quershnittsverringerung
der Messküvette wird die laminare Strömung beshleunigt (hydrodynamishe
Fokussierung). Hierbei wird auh der Abstand der im Strom mitgeführten
Zellen vergröÿert, sodass jede Zelle einzeln den Laserstrahl passiert. Beim
Auftreen des Laserlihtes auf die Zelle tritt Liht entlang der Meÿahse
(180
◦
Winkel) und in einem 90
◦
Winkel aus der Zelle, was separat von 2 Pho-
todioden detektiert wird. Das Liht, das entlang der Meÿahse aus den Zellen
tritt wird Forwärtsstreuliht (FSC) genannt und bestimmt die relative Gröÿe
der Zelle. Das Liht, das von der Zelle im 90
◦
Winkel streut wird Seitwärts-
streuliht (SSC) genannt und ist ein Maÿ der relativen Granularität oder
Komplexität der Zellen.
Neben Gröÿe und Granularität lassen sih auh Fluoreszenzsignale ver-
shiedener Fluorohrome detektieren. Die im Rahmen dieser Arbeit durh-
geführten FACS-Messungen wurden mit einem FACS Calibur, einem vier-
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Farben Analysegerät mit zwei Lasern durhgeführt. Die erste Anregungs-
quelle ist ein luftgekühlter Argonlaser, der Liht einer Wellenlänge von 488
nm aussendet. Die zweite Quelle ist ein Diodenlaser, der Liht von 635 nm
sendet. Dadurh können Fluorohrome, welhe im Bereih zwishen 488 nm
und 635 nm absorbieren von den Lasern angeregt werden. Fluorohrome, die
für simultane Färbungen bzw. Messungen geeignet sind haben Emissions-
spektren, deren Maxima ausreihend voneinander entfernt sind. Die Spektren
dieser Fluorohrome werden in vier Fluoreszenzkanäle eingeteilt. In Tabelle
3.6 sind geeignete Fluorohrome mit den zugehörigen Kanälen, Absorptions-
und Emissionsspektren aufgelistet. Die Datenauswertung erfolgte entweder
mit dem Programm Cell Quest (Beton Dikenson) oder mit dem Programm
WinMDI (frei zugänglihe Software von J. Trotter).
Bei der Analyse der Infektion von HCVpp wurden vitale Huh7-Zellen
aufgrund ihrer Gröÿe und Granularität durh Messung des FSC und SSC als
Population deniert. Nahdem 10000 Zellen innerhalb dieser Population ge-
messen wurden, wurde der Anteil der GFP-positiven Zellen bestimmt, indem
die GFP-Fluoreszenz gegen die Zellgröÿe aufgetragen wurde. Anshlieÿend
wurde der prozentuale Anteil positiver Zellen mit Hilfe der oben genannten
Software statistish berehnet.
3.4.6 Färbung von B-Lymphozyten mit Fluorohrom-
konjugierten Antikörpern
Auf der Zelloberähe von Leukozyten benden sih Dierenzierungsanti-
gene, die sog. luster of dierentiation (CD-Antigene). Einige dieser CD-
Antigene sind zelltypspezish während andere spezish infolge einer Ak-
tivierung (sog. Aktivierungsmarker) der Zelle exprimiert werden. Mit Hil-
fe dieser Oberähenmarker, die durh monoklonale Antikörper identiziert
werden können, lassen sih die vershiedenen Leukozyten-Subpopulationen
dierenzieren und deren Aktivierungsstatus feststellen. Zur Selektion der
B-Lymphozyten wurden die PBMCs mit einem B-Zell-spezishen CD19-
Antikörper, der mit dem Fluorohrom APC konjugiert ist, gefärbt. Zur Un-
Tabelle 3.6: Fluoreszenzspektren gebräuhliher Fluorohrome
Fluorohrom Absorptionsmaximum Emissionsmaximum Fluoreszenzkanal
FITC 495 519 FL1
PE 480/565 578 FL2
PerCP 490 675 FL3
APC, CY5 650 660 FL4
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tersuhung des Aktivierungsstatus der Zellen wurde die Expression von zwei
Aktivierungsmarkern CD71 und CD86 untersuht. Durh eine Zweifahfär-
bung der PBMCs mit CD19 und mit PE-konjugierten CD71 oder CD86 An-
tikörpern wird der Aktivierungsstatus der B-Lymphozyten, wie in Abbildung
3.2 exemplarish gezeigt, ytometrish bestimmt. 1 × 108 Zellen wurden für
30 min mit den jeweiligen Antikörperkombinationen inkubiert. Anshlieÿend
(a)
(b)
Abbildung 3.2: Analyse der Fas-Messung zur prozentualen Bestimmung aktivierter B-
Lymphozyten. a) Linkes Bild: Denition der Lymphozytenpopulation anhand von Zell-
gröÿe und Komplexität mit Hilfe des FSC und SSC (R1); Rehtes Bild: Denition
der B-Lymphozyten (R2) durh Selektion der uoreszierenden CD19-positiven Zellen
(FL4/APC) b) Bestimmung der aktivierten CD19-positiven B-Lymphozyten (FL4) an-
hand der PE-Fluoreszenz (FL2). Die PE-positiven Zellen werden im rehten oberen Qua-
dranten angezeigt. Die Werte können dem Statistik-File entnommen werden. Der Analyse
liegen 5000 gemessene Zellen zugrunde. FSC (Forwärtsstreuliht), SSC (Seitwärtsstreu-
liht), R (Region), FL (Fluoreszenzkanal), APC (Allophyoyanin), PE (Phyoyanin)
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wurden die Zellen in FACS-Röhrhen überführt und 3 mal mit PBS (+10
% FCS) gewashen. Durh statistishe Berehnung auf Grundlage von 5000
Messpunkten innerhalb der B-Lymphozytenpopulation wurde der prozentua-
le Anteil aktivierter B-Zellen bestimmt.
3.5 Proteinhemishe Methoden
3.5.1 Immobilisierte Metall-Anitätshromatographie
Rekombinante, Histidin-markierte Proteine können durh eine spezielle Me-
thode der Anitätshromatographie, die sogenannte immobilisierte Metall-
Anitätshromatographie (IMAC), gereinigt werden. Hier wurde zur Iso-
lierung der Histidin-E2-Fusionsproteine Ni-NTA (Nikel-Nitrilotriessigsäure)
Sepharose (Superow, Qiagen) verwendet. Das Prinzip der Aufreinigung be-





-Ionen bilden über 4 Koordinationsstellen einen Chelatkomplex mit
Nitrilotriessigsäure, wobei zwei verbleibende Stellen durh zwei Histidine be-
setzt werden. Die Elution gebundener Histidin-markierter Proteine erfolgt
mit Imidazol-haltigem Puer. Imidazol bindet ebenfalls an die Ni-NTA Ma-
trix und verdrängt in geeigneter Konzentration die gebundenen Histidinreste.
Vor der Proteinaufreinigung wurde die Ni-NTA-Sepharose mit Wash-
puer gewashen. Der proteinhaltige Zellüberstand wurde 24 Stunden nah
Transfektion gesammelt und mit jeweils 300 µL Ni-NTA-Sepharose für 1
Stunde bei 4
◦
C geshüttelt. Anshlieÿend wurde der Zellüberstand zusam-
men mit der Sepharose in Poly-Prep Chromatographie-Säulen (Sigma-Ald-
rih) gefüllt. Das Säulenmaterial wurde mit 0,5 LWashpuer gewashen. Ge-
bundene Proteine wurden mit jeweils 250 µL Elutionspuer in 4 Fraktionen
aufgeteilt. Der Proteingehalt der Fraktionen wurde mittels einer Bradford
Proteinbestimmung (siehe Abshnitt 3.5.2) gemessen und in einem Western-
Blot (siehe Abshnitt 3.5.4) kontrolliert. Als Kontrolle wurde der Zellüber-






















3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nah Bradford
Die Bestimmung der Proteinkonzentration nah Bradford beruht auf der Bin-
dung von Proteinen an den Farbsto Coomassie Brilliant Blue. Durh die
Proteinbindung vershiebt sih das Absorptionsmaximum des Farbstos von
465 auf 595 nm. Die Quantizierung erfolgte mit Hilfe von Eihgeraden mit
bekannter Proteinkonzentration (BSA-Konzentrationsreihe von 0 bis 20 µg
µL
−1
). Nah der Zugabe von 20 µL der zu bestimmenden Proteinlösung zu
800 µL Bradford-Reagenz wurde die Absorption der Lösung in einem Spek-
tralpotometer bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen.
3.5.3 Die SDS-Polyarylamidgel-Elektrophorese
Eine Tehnik, Proteine aufgrund ihres Molekulargewihts zu trennen, be-
ruht auf der Zugabe eines anionishen Detergens, dem Natriumdodeylsul-
fat (SDS), welhes sih mit Proteinen zu negativ geladenen SDS-Protein-
Komplexen verbindet. Damit ist die spezishe Ladung der Proteine niht
mehr entsheidend für ihre Wanderungsgeshwindigkeit im elektrishen Feld.
Innerhalb einer Gelmatrix aus hydrolysierten, quervernetzten Polymeren ist
somit im Wesentlihen nur noh die Proteingröÿe für das Wanderungsver-
halten entsheidend. Zur Auftrennung der Proteine werden zwei Gele mit
untershiedliher Porengröÿe verwendet. Über ein engmashiges Trenngel, in
welhem die eektive Auftrennung der Proteine erfolgt, wird ein sogenann-
tes Sammelgel gegossen, das durh seine weitmashigen Poren die Proteine
auf einer Laufhöhe vereint. Beim Durhlaufen des Sammelgels wurde eine
Stromstärke von 25 mA angelegt. Sobald die Proteine das Trenngel erreiht
hatten, wurde die Stromstärke auf 30 mA erhöht. Bei der Vorbereitung zum
Gieÿen des SDS-Gels ist es wihtig, dass das TEMED erst unmittelbar vor
dem Gieÿen zugesetzt wird, da es als Katalysator für die Polymerisation des
Gels dient.
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Sammelgel 12 %
30 % Arylamid/Bisarylamid 12 mL
1 M Tris/HCL, pH=8,8 7,5 mL
20 % SDS 0,15 mL






30 % Arylamid/Bisarylamid 0,67 mL
1 M Tris/HCL, pH=6,8 1,25 mL






Tris-Cl, pH 8,3 15,1 g
Glyin 94 g
20 % SDS 25 mL
H
2
O ad 1000 mL
3.5.4 Western-Blot
Um die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine immunologish nahzuweisen,
wurden sie von dem Gel auf eine Nitroellulosemembran übertragen. Die-
se Übertragung erfolgte durh das Anlegen eines elektrishen Feldes, wobei
die negativ geladenen Proteine vom Gel auf die Membran transferiert wer-
den. Dazu wurde das Trenngel luftblasenfrei auf die Membran gelegt, zwi-
shen zwei Metallplatten eingeklemmt und in eine mit Transferpuer gefüllte
Blotting-Apparatur eingehängt. Der Blot erfolgte bei 150 mA. Um unspezi-
she Bindungsstellen auf der Membran zu blokieren wurde diese mit 5
prozentiger Milh-TBST-Lösung vorbehandelt.
Der Nahweis der Zielproteine auf der Nitrozellulosemembran erfolgte
durh immunologishe Detektion. Hierzu wurde die Membran mit einem Pri-
märantikörper in geeigneter Verdünnung für 1 Stunde auf dem Tishshütt-
ler inkubiert. Anshlieÿend wurde die Membran 3 mal je 5 Minuten mit
TBST-Puer gewashen. Es folgte eine 30-minütige Inkubation mit einem
Meerrettihperoxidase-gekoppeltem Sekundärantikörper in geeigneter Ver-
dünnung. Nah einem dreimaligen Washshritt mit TBST-Puer erfolgte
der immunologishe Proteinnahweis (siehe Abshnitt 3.6.1).
Transfer-Puer
150 mM Glyin
20 mM Tris-Cl, pH 8,3
20 % Methanol
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TBST-Puer
150 mM NaCl
20 mM Tris-Cl, pH 8,3
0,1 % Tween 20
3.6 Immunologishe Methoden
3.6.1 Western-Blot Entwiklung - Immunologisher Pro-
teinnahweis
Die Sihtbarmahung der mittels Western-Blot immunologish-markierten
Proteine erfolgte mit dem enhaned-hemiluminesene-Detektionskit (ECL)
der Firma Amersham. Hierbei wurden die mit dem Sekundärantikörper ge-
koppelten Proteinbanden durh das Liht eines oxidierten Substrates mit Hil-
fe eines Röntgenlms nahgewiesen. Die Detektionsreagenzien wurden nah
Anleitung des Herstellers gemisht und a. 5 Minuten mit der Nitroellu-
losemembran inkubiert. Anshlieÿend wurde die Lösung abgetupft und die
Membran luftblasenfrei in Klarsihtfolie eingeshlagen. In einer Filmkassette
wurde ein Röntgenlm auf die Membran gelegt und belihtet.
3.6.2 Immunologisher Nahweis der E1/E2-Expression
Der immunologishe Nahweis der E1/E2-Expression auf der Zelloberähe
von 293T-Zellen erfolgte 24 Stunden nah Transfektion mit Hilfe von reakti-
ven Patientenseren. Dabei handelte es sih um diejenigen Seren, die zur Am-
plikation der E1/E2-Sequenzen benutzt wurden. 293T-Zellen (1×105 Zellen)
wurden 24 Stunden nah Transfektion der HCV-E1/E2-Expressionsvektoren
für 30 Minuten mit Patientenseren in 10-faher Verdünnung mit PBS in-
kubiert. Anshlieÿend wurden die Zellen 3 mal 10 Minuten mit PBS ge-
washen. Gebundene E1/E2-Antikörper wurden mit einem sekundären PE-
gekoppelten anti-human-Antikörper in einer 100-fahen PBS-Verdünnung für
10 Minuten markiert. Daraufhin erfolgte wieder ein dreifaher Washshritt
mit PBS. Der statistishen Berehnung der PE-Fluoreszenz lagen 10000 y-
tometrish gemessene Zellen zugrunde. Als Referenz diente eine Transfektion
mit einem Kontrollvektor (M289 ohne HCV-E1/E2).
3.6.3 Enzyme-linked immuno sorbent assay
Der Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) ist ein immunologishes
Nahweisverfahren, dass auf einer enzymatishen Farbreaktion beruht. Mit
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dieser Tehnik können z.B. Proteine, Viren, Hormone und andere Verbindun-
gen qualitativ oder quantitativ nahgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde
ein quantitativer Elisa zur Bestimmung der IgM Antikörperproduktion von
stimulierten B-Lymphozyten gemessen.
Für den Elisa wurden 2 Antikörper verwendet, die an untershiedlihen
Epitopen des zu messenden Antigens (IgM) binden. Mit einem Ziege anti-
human IgM Antikörper (Bethyl Laboratories) wurde jede Vertiefung der
Elisa-Platte (96-well -Kulturplatte) mit einer Antikörperkonzentration von
je 10 µg µL
−1
unter Verwendung von Coating-Puer beshihtet. Nah ei-
ner einstündigen Inkubationszeit wurde die Platte 3 mal mit Washpuer
gewashen und für weitere 30 Minuten mit einem BSA-Puer inkubiert, um
unspezishe Bindungsstellen zu blokieren. Anshlieÿend wurde die Plat-
te wieder 3 mal gewashen und es folgte die Zugabe von 100 µL des zu
messenden Antigens. Nah einer Stunde wurde die Platte erneut 3 mal gewa-
shen, sodass nur die gebundenen Antikörper-Antigen-Komplexe zurükblei-
ben. Die Detektion der gebundenen Antigene erfolgte durh die Zugabe des
zweiten, Meerrettihperoxidase-gekoppelten Antikörpers (Ziege anti-human
IgM, HRP-konjugiert, Bethyl Laboratories) in einer Konzentration von 0,1 µg
µL
−1
pro Mikrotiterplatten-Vertiefung unter Verwendung des Probenverdün-
nungspuers. Nah einer Stunde wurden ungebundene Antikörper durh wei-
tere Washshritte entfernt. Die Zugabe von 100 µL gebrauhsfertiger TMB
(Tetramethylbenzidine)-Substratlösung führte zu einer Substrat-Hydrolyse
durh die Meerrettihperoxidase unter Bildung einer blau gefärbten Lösung
des reduzierten Substrates. Nah a. 15 Minuten wurde die Farbreaktion
durh Zugabe von Shwefelsäure (2 M) gestoppt. Die Bildung des Farbstos
ist direkt proportional zur Menge der gebundenen Antikörper und kann spek-
tralphotometrish (Tean Sunrise
TM
, Mikrotiterplatten Photometer) bei 450
nm und einer Referenzwellenlänge von 620 nm bestimmt werden. Die quan-
titative Bestimmung der IgM Konzentration beruht auf der Erstellung einer
Eihgeraden. Hierzu wurde parallel zu den zu analysierenden Proben eine
Verdünnungsreihe, die mit Hilfe von kalibriertem humanem Serum (Bethyl
Laboratories, Frankfurt) hergestellt wurde, photometrish gemessen. Die Ver-
dünnungsreihe reiht von 500 ng mL
−1
IgM bis 7 ng mL
−1
IgM.









Tween 20 0,05 %
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4.1 Produktion von HCV-Pseudotypen
4.1.1 Amplikation der HCV-E1/E2-Gene zur Herstel-
lung einer Konsensussequenz
Zur Untersuhung der Entwiklung der HCV-assoziierten Kryoglobulinämie
wurden HCVpp Varianten vershiedener Geno- und Subtypen als Modellsy-
stem benutzt.
Zur Herstellung der rekombinanten Viruspartikel wurden HCV inzierte
Patienten, welhe zusätzlih eine akute Kryoglobulinämie aufwiesen, ausge-
wählt. Aus deren Seren (siehe Tabelle 4.1) wurden DNAs, die die Hüllprote-
ine E1/E2 kodieren, hergestellt. Als spätere Experimentalkontrollen dienten
DNAs, welhe aus Kryoglobulinämie-negativen Patientenseren (Tabelle 4.1)
gewonnen wurden.
Da die letzten 60 C-terminalen Aminosäuren des Core-Gens eine hydro-
Tabelle 4.1: Klinish harakterisierte Seren zur Amplikation der HCV-E1/E2-Sequenz












phobe Region kodieren, die für die korrekte posttranslationale Prozessierung
der Hüllproteine entsheidend ist, wurden sämtlihe Konstrukte mit einer ent-
sprehenden N-terminalen Core-Sequenz ausgestattet. Die HCV-RNA wurde
aus den jeweiligen Patientenseren isoliert (siehe Abshnitt 3.2.1) und durh
eine RT-PCR (siehe Abshnitt 3.2.4) in komplementäre DNA umgeshrie-
ben. Die Amplizierung der HCV-Core
-Terminus
-E1/E2-Sequenz erfolgte in
einer semi-nested-PCR (siehe Abshnitt 3.2.5) mit Genotyp 1, 2 und 3 spe-
zishen Primern (Tabelle 3.1), die unter Verwendung von veröentlihten
Prototyp-Sequenzen entworfen wurden (Tabelle 4.2). Dabei hängen diese Pri-
mer die für die Klonierung notwendigen 5'-EoRI und 3'-EoRV- bzw. XhoI
Shnittstellen (für Genotyp 3) an die gewünshten HCV-Sequenzen an. Die
amplizierten Konstrukte wurde anshlieÿend in den pCR-XL-TOPO-Vektor
kloniert (siehe Abshnitt 3.2.10).
Da das HCV-Genom aufgrund der fehlenden 3'→5' Exonukleaseaktivität
seiner viruskodierten RNA-Polymerase mit einer hohen Fehlerrate repliziert
wird, liegen in einem Patientenisolat immer mehrere Populationen eng ver-
wandter Sequenzen vor, die sog. Quasispezies. Um Quasispezies bedingte,
funktionale Untershiede zu nivellieren, wurde ausgehend von 5 vershiede-
nen Sequenzen eine Konsensussequenz berehnet.
Die im Folgenden gezeigten Konsensussequenzen wurden mittels ortsge-
rihteter Mutagenese (siehe Abshnitt 3.2.6) und unter Verwendung der im
Anhang gezeigten Matritzen generiert. Die Bezeihnung auf der linken Seite
gibt die auf der Serumnummer basierende Konsensussequenz mit dem zu-
grundeliegenden Genotyp und dem Vorhandensein einer Kryoglobulinämie
(+/-MC) an. Die Positionen 61 und 253 sind als Beginn der E1- bzw. E2-
Sequenz farblih hervorgehoben. Ferner sind die CD81 Bindungsstellen sowie
die HVR1 und HVR2 gekennzeihnet. Die Analyse der Sequenzhomologie
wurde mit Hilfe des Programms Bioedit Version 7.0.1/ClustalW erstellt.
Tabelle 4.2: Referenzen der Prototyp-Sequenzen (NCBI-Datenbank) zur Herstellung
Genotyp-spezisher Primer
Genotyp Zugangsnummer GI-Nummer Isolat
1a NC_004102 22127992 H77
1b D00944 221650 HC-J6
2a AB047639 13122261 JFH-1
3a D28917 558520 HCV-K3a/650
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10 20 30 40 50 60
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC DLMGYIPLVG APLGGAARAL AHGVRVLEDG VNYATGNLPG CSFSIFLLAL LSCLTIPASA
22057-HCV1a +MC ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -----V----
21693-HCV2b -MC -------V-- --V--V---- ---------- I--------- ---------- ---V-V-V--
11632-HCV2b +MC -------V-- --V--V---- ---------- I--------- ---------- -----V----
21952-HCV3a -MC ---------- --V--V---- -----A---- I-F------- ---------- F---IH--AS
21949-HCV3a +MC ---------- --V--V---- -----A---- I-F------- ---------- F---IH--AS
|-------->E1
70 80 90 100 110 120
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC YEVRNVSGVY HVTNDCSNTS IVYEAADMIL HTPGCVPCVR EGNSSRCWVA LTPTLAARNA
22057-HCV1a +MC -Q---ST-L- ------P-S- ----TP-T-- -S-------- ---T-S---P VA--V-T-DG
21693-HCV2b -MC V----I-SS- YA----P-K- -TWQLTNAV- -L------EN DNGTL----Q VS-NV-VKYR
11632-HCV2b +MC V----I-SS- YA------S- -TWQLTNAV- -L------EN DNGTLH--IQ V--NV-VKHR
21952-HCV3a -MC L-W--T--L- VL------S- -----D-V-- ---------Q D--T-T--TP V---V-V-YV
21949-HCV3a +MC L-W--T--L- VL------S- -----D-V-- ---------Q D--T-A--TP V---V-V-YV
130 140 150 160 170 180
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC SIPTTAIRRH VDLLVGAAAF CSAMYVGDLC GSVFLVSQLF TFSPRRHQTM QDCNCSIYPG
22057-HCV1a +MC KL---QL--- I-----S-TL ---L------ -A----G--- -------W-T -E------L-
21693-HCV2b -MC GAL-HNL-T- --MI-M--TV ---L----V- -A-MIA--AL II--E--NFT -E------Q-
11632-HCV2b +MC GAL-HNL-T- I-MI-M--TV ---L----V- -A-MI---A- II--E--NFT -E----V-Q-
21952-HCV3a -MC GAT-AS--S- --------TM ---L----M- -A----G-A- --R------V -T----L---
21949-HCV3a +MC GAT-AS--S- --------TM ---L----M- -A----G-A- --R------V -T----L---
190 200 210 220 230 240
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC HLSGHRMAWD MMMNWSPTTA IVVSQLLRIP QAIMDMVAGA HWGVLAGLAY YSMVGNWAKV
22057-HCV1a +MC -IT------- ---------- L--A----V- ---L--I--- -------I-- F--A------
21693-HCV2b -MC -IT------- --L-----LT M-LAYAA-V- ELVLEV-F-G ----VF---- F--Q-A----
11632-HCV2b +MC -IT------- --LG----LT MILAYAA-V- ELVLEV-F-G ----VF---- F--Q-A----
21952-HCV3a -MC ---------- -------AVG M--AHV--L- -TLF-II--- ---I------ ---Q------
21949-HCV3a +MC --T------- -------AVG M--AHV--L- -TLF-II--- ---IM----- ---Q------
|-------->E2
250 260 270 280 290 300
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC LIVMLLFAGV DGSTYVTGGS QAYTTRGLTS LFSLGSQQKV QLVNTNGSWH INRTALNCND
22057-HCV1a +MC ---L------ -AE-HT---- AGR-IA-ISG F-DR-PR-N- --I------- V--------A
21693-HCV2b -MC IAIL--V--- -AT--SS-AI AGH-IS-F-- --T--P---L S-I------- ----------
11632-HCV2b +MC VAIL--V--- -AT-HT--AT MGRAAL-F-G --TS-P--QI S-I------- ----------
21952-HCV3a -MC A-I-VM-S-- -A--RI---- A-FDAK-F-- ---R-A---L ---------- --S------E
21949-HCV3a +MC A-I-VM-S-- -AESHTI--R I-RF-SSFAG M-NR-P--NL ----S----- --S------E
|<----------HVR1----------->|
|<--CD81-1--->|
310 320 330 340 350 360
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC SLQTGFLAAL FYTHRFNSSG CPERMASCRP IDEFAQGWGP ITYDESGGSD ...QKPYCWH
22057-HCV1a +MC -QD--WV-G- L-Y-K----- ---------- LAY-S----- -S-TNGS-PE ...-R-----
21693-HCV2b -MC T-K---I--- ---KS----- ----LS---G L-D-RI---T LE-ETNVTN- .EDMR-----
11632-HCV2b +MC ------I--- ---RN----- ----LS---E L-D-RI---A LE-ET-VTN- .EDMR-----
21952-HCV3a -MC -IN---I-G- --Y-K---T- --Q-LS--K- -TF-N----- L-DANIT--S ..ED------




370 380 390 400 410 420
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC YAPRPCGIVP ASQVCGPVYC FTPSPVVVGT TDHLGVPTYN WGENATDVML LNNTRPPQGN
22057-HCV1a +MC -S-K------ -QN------- ---------- --RK------ ----D---FV -------L--
21693-HCV2b -MC -P-K-----S -RT------- ---------- --RQ-----S ----E---FV --S------A
11632-HCV2b +MC -P-------- -RT------- ---------- --KQ-----S ----E---F- --S------A
21952-HCV3a -MC ------EN-- --S------- ---------- --AK-A---- --A-KS--F- -ESL---S-R
21949-HCV3a +MC ---K--TV-R -K-------- ---------- --AK----FR ----ES--F- -ESL---N-R
|<-------------CD81-2----------
430 440 450 460 470 480
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC WFGCTWMNST GFTKTCGGPP CKIGGVGNN. ....TLVCPT DCFRKHPEAT YTKCGSGPWL
22057-HCV1a +MC ---------S ----V--A-- -N-------. ....--L--- ---------- -SR------V
21693-HCV2b -MC --------G- -------A-- -R-RRDY-G. ..TLD-L--- -------DT- -L---A----
11632-HCV2b +MC --------G- -------A-- -R-RKDH-G. ..TLD-L--- -------GT- -L--------
21952-HCV3a -MC ----S----- --V----A-- -N-Y-D-R-S QNESD-F--- ---------- -SR--A----
21949-HCV3a +MC ----S----S --V----A-- -N-Y-G-G-I SNESD-F--- ---------- -GR--A----
->|
490 500 510 520 530 540
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC TPRCLVDYPY RLWHYPCTVN FTIFKVRMYV GGVEHRLNAA CNWTRGERCN LEDRDRSELS
22057-HCV1a +MC ------H--- ---------- Y-L------- -------DV- ---------- -D--------
21693-HCV2b -MC --K-----S- ---------- ---------- -------S-- --F---D--R ------GQQT
11632-HCV2b +MC ---------- ---------- ---------- ------FS-- --F---D--R ------GQQ-
21952-HCV3a -MC ----M----- ---------- --L-----F- --F---FT-- ---------D I-------QH
21949-HCV3a +MC ----M----- ---------- --L-----F- --F---FD-- ---------D I-------QQ
550 560 570 580 590 600
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
85 -HCV1b -MC PLLLSTTEWQ VLPCSFTTLP ALSTGLIHLH QNIVDVQYLY GIGSVVVGFA IKWEYVLLLF
22057-HCV1a +MC -------Q-- ---------- ---------- ---------- -V--SI-SW- ------I---
21693-HCV2b -MC ---H-----S ----T-SD-- ------M--- ---------- -LSPAITRYI V---W-V---
11632-HCV2b +MC ---H-----A I-----SD-- ------L--- ---------- -LSPAITRYL V---W-V---
21952-HCV3a -MC ---H----LA I------PM- ---------- ---------- -V--GM--W- L---F-I-V-
21949-HCV3a +MC ---H----LA I------PM- ---------- ---------- -V--GM--W- L---F-I-V-
610 620
....|....| ....|....| ...
85 -HCV1b -MC LLLADARVCA CLWMMLLIAQ AE*
22057-HCV1a +MC -------I-S --------S- --*
21693-HCV2b -MC ---------- ----LI-LG- --*
11632-HCV2b +MC ---------- ----LI-LG- --*
21952-HCV3a -MC ---------V A--L--T-S- --*
21949-HCV3a +MC ---------V A--L--T-S- --*
Erwartungsgemäss zeigen die ersten 60 Aminosäuren des Core-Proteins
die geringste Variabilität, während die HVR1 und die HVR2 die gröÿten Un-
tershiede aufweisen. Die genetishe Variabilität der einzelnen Konsensusse-
quenzen wurde in Form einer zweidimensionalen Matrix analysiert (Tabelle
4.3), wobei im Folgenden auf möglihe Kryoglobulinämie bedingte Unter-
shiede eingegangen wird. Die Genotyp 1 Sequenzen 85 und 22057 zeigen
eine Sequenzidentität von 80 %, wobei die Variabilität auf der Zugehörig-
keit zu vershiedenen Subtypen beruht. Die Genotyp 2b Sequenzen 21693
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Tabelle 4.3: Prozentuale Identität der HCV-Konsensussequenzen. Prozentuale Identitä-
ten zwishen Sequenzen aus Kryoglobulinämie-positiven Seren sind rot und zwishen Se-
quenzen aus Kryoglobulinämie-negativen Seren blau dargestellt. Shwarz dargestellt sind
prozentuale Identitäten zwishen den einzelnen Konsensussequenzen ohne Rüksiht auf
Vorhandensein von Kryoglobulinämie.
85 22057 21693 11632 21952 21949
Sequenz HCV1b HCV1a HCV2b HCV2b HCV3a HCV3a
-MC +MC -MC +MC -MC +MC
85 -HCV1b -MC 100 80 67 68 73 71
22057-HCV1a +MC 80 100 67 68 71 71
21693-HCV2b -MC 67 67 100 92 64 63
11632-HCV2b +MC 68 68 92 100 65 65
21952-HCV3a -MC 73 71 64 65 100 92
21949-HCV3a +MC 71 71 63 65 92 100
und 11632 sowie die Genotyp 3a Sequenzen 21952 und 21949 sind zu 92 %
identish. Demzufolge besteht trotz Zugehörigkeit zur selben Genotyp- und
Subtypklasse eine genetishe Variabilität in Höhe von 8 %, welhe aufgrund
von Untershieden zwishen den einzelnen Patienten zustande kommt. Der
Vergleih der Sequenzen zwishen den Kryoglobulinämie-positiven Gruppen
(rote Werte in Tabelle 4.3), den Kryoglobulinämie-negativen Gruppen (blaue
Werte in Tabelle 4.3) und den Sequenzen ohne Rüksiht auf das Vorhanden-
sein einer Kryoglobulinämie (shwarze Werte in Tabelle 4.3), ergibt jedoh
keine nennenswerten Homologieuntershiede.
Da die HVR1 als Bereih der gröÿten Variabilität innerhalb des E2-
Proteins bekannt ist (Kato et al., 1992; Weiner et al., 1991) und da das E2-
Protein mit CD81 interagiert (Pileri et al., 1998), wird ein Zusammenhang
zwishen der HVR1-Sequenz und der Entwiklung einer Kryoglobulinämie
vermutet (Gerotto et al., 2001; Hofmann et al., 2004). Aus diesem Grund
wurde die genetishe Identität der 27 Aminosäuren umfassenden HVR1-
Konsensussequenzen separat analysiert (Tabelle 4.4).
Im Vergleih zur oben beshriebenen Homologieanalyse der Gesamtse-
quenzen ergibt sih insgesamt eine geringere Identität zwishen 29 % und 57
% beim Vergleih der einzelnen Sequenzen ohne Rüksiht auf das Vorhan-
densein einer Kryoglobulinämie (siehe shwarze Werte in Tabelle 4.4). Inter-
essanterweise erhöhen sih jedoh die Sequenzidentitäten, wenn der Vergleih
innerhalb der Kryoglobulinämiegruppe erfolgt (siehe rote Werte in Tabelle
4.4). Ebenfalls erhöhen sih die Identitätswerte innerhalb der Gruppe ohne
Kryoglobulinämie (siehe blaue Werte in Tabelle 4.4). Eine leihte Abweihung
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Tabelle 4.4: Prozentuale Identität der HVR1-Konsensussequenzen. Prozentuale Identitäten
zwishen HVR1-Sequenzen aus Kryoglobulinämie-positiven Seren sind rot und zwishen
Sequenzen aus Kryoglobulinämie-negativen Seren blau dargestellt. Shwarz dargestellt sind
prozentuale Identitäten zwishen den einzelnen HVR1-Konsensussequenzen ohne Rük-
siht auf Vorhandensein von Kryoglobulinämie.
85 22057 21693 11632 21952 21949
Sequenz HCV1b HCV1a HCV2b HCV2b HCV3a HCV3a
-MC +MC -MC +MC -MC +MC
85 -HCV1b -MC 100 36 50 36 61 29
22057-HCV1a +MC 36 100 43 50 43 50
21693-HCV2b -MC 50 43 100 57 50 32
11632-HCV2b +MC 36 50 57 100 46 43
21952-HCV3a -MC 61 43 50 46 100 36
21949-HCV3a +MC 29 50 32 43 36 100
von dieser Tendenz lässt sih beim Vergleih der Genotyp 2 mit Genotyp 3 Se-
quenzen erkennen. Der Grund hierfür könnte die höhere Ähnlihkeit zwishen
Genotyp 2 Kryoglobulinämie-positiven und Kryoglobulinämie-negativen Se-
quenzen sein (Tabelle 4.4).
Insgesamt kann also festgehalten werden, dass das Vorhandensein der
Kryoglobulinämie trotz untershiedliher Geno- und Subtyp-Klassizierung
mögliherweise mit einer höheren Sequenzähnlihkeit assoziiert ist. Aual-
lend sind die Ergebnisse der HVR1 Homologieanalyse auh verglihen mit der
Analyse, bei der die Gesamtsequenz verwendet wurde (vergleihe Tabelle 4.4
mit Tabelle 4.3). Bei letzteren konnten keine nennenswerten Homologieun-
tershiede zwishen den Kryoglobulinämie-positiven und Kryoglobulinämie-
negativen Gruppen, verglihen mit den Sequenzen ohne Rüksiht auf Vor-
handensein von Kryoglobulinämie, festgestellt werden.
Bei der hier dargestellten bioinformatishen Analyse handelt es sih le-
diglih um eine positionsabhängige Häugkeitsverteilung der Aminosäurese-
quenzen. Um diese ersten statistishen Hinweise auf einen möglihen Einuss
der HVR1-Sequenz auf die Entstehung einer Kryoglobulinämie zu prüfen,
erfolgte die Suhe nah experimentellen Korrelationen mittels Pseudotypen-
tehnologie. Im speziellen sollten möglihe Untershiede in der Intensität und
Art der Immunantwort als Folge von Pseudotypen Interaktion zwishen der




4.1.2 Konstruktion der E1/E2-Expressionsvektoren
Die den Konsensussequenzen entsprehenden DNAs wurden über die EoRI-
und EoRV- bzw. XhoI- (Genotyp 3) Shnittstelle in die multiple loning site
(MCS) des Vektors M518 kloniert, welhe sih unmittelbar am 3'-Terminus ei-
ner EMCV-IRES bendet. Anshlieÿend wurde das Fragment bestehend aus
EMCV-IRES, C-Terminus des Core-Gens, E1 und E2 über eine BamHI- und
EoRV- bzw. XhoI- (Genotyp 3) Shnittstelle in den Expressionsvektor M289
kloniert. Abbildung 4.1 zeigt eine exemplarishe Karte der generierten Ex-
pressionsvektoren. Die klonierten Expressionsvektoren wurden entsprehend
den Seren, woraus die Konsensusequenzen isoliert wurden, folgendermaÿen
genannt: p289/22057, p289/85, p289/11632, p289/21693, p289/21949 und
p289/21952 (Tabelle 4.5).
Abbildung 4.1: HCV-E1/E2-Expressionsvektoren. Die dargestellten Zahlen geben die Po-
sition der genetishen Elemente in Basenpaareinheiten relativ zum 5'-Terminus des CMV-
Promotors an. CMV-Promotor: Region 1 bis 752, ÿ-Globin Intron: Region 778 bis 1350,
EMCV IRES: Region 1426 bis 2111, HCV-Core
C-Terminus
E1/E2: Region 2112 bis 3965,
pu plasmid repliation site (ori): Region 5582 bis 4939, amp: Region 5730 bis 6590
4.1.3 Rekombinante Expression von E1/E2-Proteinen
Eine wihtige Voraussetzung zur Produktion infektiöser HCVpp ist die kor-
rekte posttranslationale Prozessierung und die Exposition der HCV-Hüllpro-
teine auf der Oberähe der produzierenden Zellen (Mihalak et al., 1997;
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Sandrin et al., 2005). Zur Überprüfung der korrekten Proteinexpression und
Exposition wurden deshalb 293T-Zellen mit den im Rahmen dieser Arbeit
konstruierten Expressionsplasmide (Tabelle 4.5) oder einem Kontrollvektor
transziert (siehe Abshnitt 3.4.4).
Der immunologishe Nahweis der E1/E2-Exposition auf den Zellober-
ähen der 293T-Zellen wurde 24 Stunden nah erfolgter Transfektion mit
Hilfe von reaktiven Patientenseren gezeigt (siehe Abshnitt 3.6.2). Gebunde-
ne E1- und E2-Antikörper wurden anshlieÿend mit einem sekundären, PE-
gekoppelten anti-human-Antikörper markiert. Die Fluoreszenzintensität der
Zellen wurde ytometrish gemessen und mit Hilfe des Programms WinMDI
Version 2.9 analysiert (Abbildung 4.2). Die erfolgreihe Expression und Ex-
position von HCV-Hüllproteinen auf 293T-Zelloberähen konnte mit allen
im Rahmen der Arbeit konstruierten Plasmide eindeutig nahgewiesen wer-
den. Wie in Abbildung 4.2 zu sehen ist, wurde nah Transfektion der Anteil
der uoreszierenden Zellen im Vergleih zur Negativkontrolle deutlih erhöht.
Dabei wähst der Populationsanteil der uoreszierenden 293T-Zellen nah
Expression von Genotyp 1 Hüllproteinen auf 73 % und 93 %, bei Geno-
typ 2 auf etwa 45 % und 55 % und bei Genotyp 3 auf ungefähr 61 %
an. Diese Ergebnisse bestätigten niht nur die Klonierungsstrategie und die
Funktionalität der Expressionsvektoren sondern darüber hinaus auh die er-
folgreihe Expression und Exposition der Konsensus-Hüllproteine auf 293T-
Zelloberähen. Dies lieferte einen ersten Hinweis auf die Funktionalität der
Vektoren für die folgende Pseudotypenproduktion.
4.1.4 Nahweis der Infektiosität von HCV-Pseudotypen
Nahdem die erfolgreihe Expression und Exposition von HCV-Hüllproteinen
auf 293T-Zelloberähen nahgewiesen wurde (siehe Abshnitt 4.1.3), wur-
den die konstruierten E1/E2-Expressionsvektoren zur Pseudotypisierung ver-
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Abbildung 4.2: Untersuhung der E1/E2-Exposition auf der Zelloberähe. Die zur Trans-
fektion verwendeten Vektoren sind unterhalb des jeweiligen Histogramms gezeigt. Die Aus-
wertung jeder Transfektion ist zusammen mit der Negativkontrolle (shwarze Linie) in
einem Histogramm dargestellt.
wendet. Hierzu wurden 293T-Zellen unter Standardkulturbedingungen in
DMEM mit 10 % FCS mit den retroviralen Vektoren (M38 und M2) trans-
ziert (siehe Abshnitt 3.3.1). Nah 24 Stunden wurde das Kulturmedium
mit den sekretierten HCVpp gesammelt, mit Hilfe eines Saharosekissens
100-fah konzentriert und zur Infektion von Huh7-Zellen verwendet (siehe
Abshnitt 3.3.2). Der Anteil inzierter Huh7-Zellen wurde 48 Stunden nah
Infektion durh Fluoreszenzmessung des exprimierten Reportergens ytome-
trish bestimmt (siehe Abshnitt 3.4.5). In Abbildung 4.3 ist die Infektion
der Huh7-Zellen als Anteil uoreszierender Zellen in Prozent angegeben, wo-
bei alle Ergebnisse auf die Menge von GFP-positiven Zellen nah Infektion
mit Pseudotypen ohne Hüllproteine normiert sind.
In Abbildung 4.3 sind die Ergebnisse von vier unabhängigen Experimen-
ten gezeigt. Die Genotyp 2 HCVpp zeigen mit a. 11 % die stärkste In-
fektiösität, während Genotyp 3 HCVpp mit a. 1 und 2 % eine deutlih
shwähere Infektiösität aufweisen. Obwohl sih die Infektiösität der einzel-
nen HCVpp erheblih untersheidet, lässt sih generell feststellen, dass alle
HCV-Hüllproteine zur Pseudotypisierung geeignet sind.
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Abbildung 4.3: Infektiösität vershiedener HCVpp. Die Anzahl GFP-positiver Huh7-Zellen
wurde nah Infektion mit den vershiedenen HCVpp ytometrish gemessen. HCVpp-
Genotyp, Vorhandensein einer Kryoglobulinämie (+/-MC) und die den HCVpp zugrunde-
liegende Serumnummer ist unterhalb der jeweiligen Säule angegeben.
4.1.5 Etablierung geeigneter Produktions- und Infekti-
onsbedingungen für HCV-Pseudotypen
Aufgrund der anfänglih gemessenen, niedrigen Infektiösitäten (siehe Ab-
shnitt 4.1.4), wurde durh Variation einiger Produktions- und Infektionspa-
rameter versuht, geeignete Bedingungen für die Verwendung der im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten HCVpp zu erhalten. Untersuhungen mit HCVpp
haben gezeigt, dass die Infektiösität durh Zugabe von humanem Serum ge-
steigert werden kann (Bartosh et al., 2005). Aus diesem Grund wurde die
Serumart und Serumkonzentration im Kulturmedium der Produktions- und
Zielzellen, sowie die Konzentration der Viruspartikel variiert.
Nah der Transfektion mit den jeweiligen retroviralen Vektoren M38 und
M2 (siehe Abshnitt 3.3.1) wurden die 293T-Zellen entweder in DMEM mit
10 % FCS, in DMEM mit 0,1 % FCS oder in DMEM mit 2 % humanem
Serum während der HCVpp Produktion kultiviert. Nah 24 Stunden wur-
de das Medium gesammelt und entweder direkt zur Transfektion verwendet
oder mit Hilfe eines 20 %-igen Saharosekissens 100-fah konzentriert (konz
HCVpp). Die anshlieÿende Infektion der Huh7-Zellen erfolgte entweder in
DMEM mit 10 % FCS oder 2 % humanem Serum. Nah Zugabe der HCV-
pp wurden die Zielzellen entweder weiter kultiviert oder einer 2-stündigen
Zentrifugation unterworfen. Die Variation der genannten Faktoren und der
Versuhsaufbau sind in Abbildung 4.4 skizziert.
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Abbildung 4.4: Produktions- und Infektionsbedingungen für die Herstellung von HCV-
pp; FCS: fötales Kälberserum; HS: humanes Serum; konz HCVpp: 100-fah konzentrierte
HCVpp; +Z/-Z: Huh7-Zellen werden nah Infektion mit HCVpp zentrifugiert/niht zen-
trifugiert.
Der Anteil inzierter Huh7-Zellen wurde 48 Stunden nah Infektion durh
Fluoreszenzmessung des exprimierten Reportergens ytometrish bestimmt
(siehe Abshnitt 3.4.5). In Abbildung 4.5 und 4.6 ist die Infektion der Huh7-
Zellen als Anteil uoreszierender Zellen in Prozent angegeben. Die drei Dia-
gramme der Abbildung 4.5 und 4.6 zeigen die Infektionsezienzen der HCV-
pp nah Produktion in DMEM mit 10 % FCS (Abbildung 4.5a), in DMEM
mit 2 % humanem Serum (Abbildung 4.5b) und in DMEM mit 0,1 % FCS
(Abbildung 4.6). Ähnlih wie im Abshnitt 4.1.4 festgestellt, zeigen in dieser
Versuhsreihe unter allen Produktionsbedingungen die Genotyp 2 pseudoty-
pisierten HCVpp (11632; 21693) die höhste Infektiosität und die Genotyp 3
pseudotypisierten HCVpp die shwähste Infektiosität (21952 und 21949).
Analyse vershiedener Infektionsbedingungen: unabhängig von den
gewählten Produktionsbedingungen, kann eindeutig ein positiver Eekt von
humanem Serum während der Infektion gezeigt werden. Die Infektiösität von
unkonzentrierten HCVpp lässt sih durh die Anwesenheit von humanem Se-
rum unabhängig vom verwendeten Genotyp um 4,5 Prozentpunkte steigern,
verglihen mit der Infektion unter Standardkulturbedingungen in DMEM





Abbildung 4.5: Infektiösität vershiedener HCVpp produziert in DMEM +10 % FCS(a)
und DMEM +2 % HS(b). Die Infektiösität der HCVpp im Zellüberstand und nah 100-
faher Konzentrierung wurde unter vershiedenen Bedingungen analysiert: Huh7-Zellen
wurden mit 100 µL Zellüberstand in 10 % FCS und 2 % HS, sowie mit 50 µL konzentrier-
ten HCVpp in 2 % HS inziert. HCVpp-Genotyp, Vorhandensein einer Kryoglobulinämie
(+/-MC) und die den HCVpp zugrundeliegende Serumnummer ist unterhalb der jeweiligen
Säule angegeben. +Z/-Z: Huh7-Zellen wurden nah Infektion zentrifugiert/niht zentrifu-
giert.
en Balken). Eine zusätzlihe Konzentrierung der Pseudotypen führt zu einer
weiteren Steigerung der Infektiösität aller Pseudotypen mit Ausnahme der
auf Serum 85 basierenden Partikel (Abbildung 4.5 und 4.6, vergleihe mittel-
graue mit dunklegrauen Balken). Der Konzentrierungsshritt führt tenden-
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Abbildung 4.6: Infektiösität vershiedener HCVpp produziert in DMEM +0,1 % FCS. Die
Infektiösität der HCVpp im Zellüberstand und nah 100-faher Konzentrierung wurde un-
ter vershiedenen Bedingungen analysiert: Huh7-Zellen wurden mit 100 µL Zellüberstand
in 10 % FCS und 2 % HS, sowie mit 50 µL konzentrierten HCVpp in 2 % HS inziert.
+Z/-Z: Huh7-Zellen wurden nah Infektion zentrifugiert/niht zentrifugiert.
ziell bei HCVpp, welhe in DMEM mit 0,1 % FCS produziert wurden, zu
den höhsten Steigerungen der Infektiosität (Abbildung 4.6). Innerhalb der
HCVpp kann bei Partikeln mit Genotyp 2 Hüllproteinen die gröÿte Steige-
rung der Infektiösität beobahtet werden. Darüber hinaus wird die Infektion
mit allen HCVpp, in Anwesenheit von 2 % humanem Serum, durh einen
Zentrifugationsshritt während der Infektionsphase unabhängig von den Pro-
duktionsbedingungen erheblih verbessert (Abbildung 4.5 und 4.6, vergleihe
mittelgraue mit gestreifte Balken).
Analyse vershiedener Produktionsbedingungen: die Auswirkun-
gen der Produktionsbedingungen der Pseudotypen auf deren Infektiosität las-
sen sih niht generalisieren. Die Substitution von FCS durh humanes Serum
während der Pseudotypenproduktion führt niht überzeugend zu einer Stei-
gerung der Infektiosität der HCVpp (vergleihe Abbildung 4.5a mit 4.5b). Die
einzige deutlihe Steigerung konnte bei einem Genotyp 1-abgeleiteten HCVpp
(Serum 85) gemessen werden. Die Gegenwart von FCS ist absolut notwendig
zur HCVpp Produktion, da die Reduktion der FCS Konzentration insgesamt
zu einer Erniedrigung der HCVpp Infektiösität führt (vergleihe Abbildung
4.5a mit Abbildung 4.6). Im Falle der Genotyp 1 und 2 HCVpp kann dieser
negative Eekt während der Infektion der Zielzellen durh Konzentrierung
der HCVpp kompensiert werden.
Zusammenfassend lässt sih festhalten, dass der Infektionsprozess der
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Zielzellen das kritishe Element bei der Verwendung von HCVpp darstellt.
Zum Beispiel ist die Anwesenheit von humanen Serum während der HCVpp
Produktion von untergeordneter Rolle während der Infektionsprozess durh
humanes Serum deutlih erleihtert wird. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass durh eine 100-fahe Konzentrierung der HCVpp und eine der Infekti-
on nahgeshaltete Zentrifugation der Zielzellen die Infektiösität der Partikel
erheblih gesteigert werden kann.
Für alle weiteren Experimente wurden die HCVpp wie in Abbildung 4.5a
gezeigt in 10 % FCS produziert, da hier insgesamt für alle Pseudotypen gute
Infektiösitäten erzielt wurden. Die Infektion der Zellen erfolgte mit konzen-
trierten HCVpp in Anwesenheit von humanem Serum. Anshlieÿend wurden
die Zellen stets für 2 Stunden zentrifugiert.
4.2 Untersuhung der HCV-assoziierten Kryo-
globulinämie
4.2.1 Humane mononukleäre Zellen des peripheren Blu-
tes lassen sih niht mit HCVpp inzieren
Neben dem Lebergewebe werden auh Lymphozyten als Orte der HCV Per-
sistenz diskutiert, was mit der Entwiklung lymphoproliferativer Erkrankun-
gen wie z. B. der Kryoglobulinämie in Zusammenhang gebraht wird. Die
Kryoglobulinämie entsteht als Folge einer Störung der B-Zell Regulation.
Anhaltspunkte für eine extrahepatishe Replikation des HCV lieferten einer-
seits der Nahweis von Minus- und Plusstrang-RNA in PBMCs (Ferri et al.,
2003; Lerat et al., 1996; Morsia et al., 1999) und andererseits, die erfolgreihe
Infektion von B- und T-Lymphozyten mit HCV (Kato et al., 1995; Nissen
et al., 1994; Shimizu et al., 1992). Mit Hilfe der in den Vorversuhen eta-
blierten Produktions- und Infektionsbedingungen (Abbildung 4.5 a)), wurden
frish isolierte PBMCs mit den vershiedenen HCVpp inkubiert. Da es sih
bei PBMCs um bereits ausdierenzierte Zellen handelt, wurden die HCVpp
mit Hilfe lentiviraler Vektoren (M420 und M334) produziert (siehe Abshnitt
3.3.1). Dabei konnte eine Infektion von T- oder B-Lymphozyten weder mit
Pseudotypen deren Hüllproteine auf der Grundlage von Kryoglobulinämie-
positiven Seren hergestellt wurden, noh mit Pseudotypen, deren Hüllpro-




4.2.2 Untersuhung der selektiven B-Zell Aktivierung
durh HCV-Hüllproteine
Mit Hilfe des in dieser Arbeit entwikelten Pseudotypensystems wurde ei-
ne mögliherweise Kryoglobulinämie-abhängige, verstärkte B-Zell Aktivität
als Folge der Virusinteraktion untersuht. Da eine B-Zellaktivierung in vi-
tro auh mit löslihem E2-Protein in Gegenwart eines monoklonalen CD81-
Antikörper (MG81) möglih ist (Rosa et al., 2005), wurden neben den HCVpp
auh löslihe E2-Proteine (sE2) in einer Konzentration von 5 µg µL
−1
ver-
wendet (siehe Abshnitt 3.2.16 und Abshnitt 3.5.1). Für die Aktivierungsun-
tersuhung von B-Lymphozyten wurden frish isolierte PBMCs von gesunden
Probanden verwendet. Nah 24 Stunden wurde die Expression der späten Ak-
tivierungsmarker CD71 und CD86 auf der Oberähe von B-Lymphozyten
mittels direkter, zweifaher Immunuoreszenzmarkierung ytometrish ge-
messen (siehe Abshnitt 3.4.6).
In Abbildung 4.7 sind die Ergebnisse der B-Zellaktivierung mit löslihen
Proteinen und HCVpp zusammengefasst. Der Anteil der B-Lymphozyten
Population, der die Aktivierungsmarker CD71 und CD86 exprimiert ist in
Prozent angegeben. Eine Staphyloous aureus owan (SAC) Zellsuspension
wurde als Positivkontrolle für die B-Zell Stimulation benutzt. Diese Zellen
besitzen in ihrer Zellwand das sogenannte Protein A, dass für die Stimula-
tion von B-Lymphozyten bekannt ist. Die Zugabe von SAC Zellsuspension
führt zu einer Zunahme des uoreszierenden B-Zell Anteils um jeweils 48 Pro-
zentpunkten in beiden Fluoreszenzbereihen im Vergleih zu unstimulierten
Zellen.
Wie von Rosa et al. (2005) beshrieben, führt die Stimulation von PBMCs
mit zwei monoklonalen CD81-Antikörpern (MG81 und N81) auh im Rah-
men dieser Arbeit zu einer deutlihen Zunahme der den Aktivierungsmarkern
repräsentierenden Fluoreszenzbereihen um 61 (CD71) und 53 (CD86) Pro-
zentpunkten. Wird allerdings der Antikörper N81 jeweils durh die löslihen
E2-Formen ersetzt, lässt sih keine Änderung der Zellaktivierung im Ver-
gleih zu unstimulierten Zellen oder zu Zellen, welhe lediglih mit MG81
inkubierten wurden, erzielen (Abbildung 4.7 links). In Abbildung 4.7 ist
die Kontrolle der E2-Konzentrationen in den Proteinpräparationen mittels
Western-Blot unterhalb der jeweiligen Fluoreszenzintensitäten gezeigt. In al-
len Präparationen konnte ein Signal bei a. 65 kDa detektiert werden, was mit
der theoretish errehneten molekularen Masse des verkürzten E2-Proteins
übereinstimmt. Die Signalstärke ist in allen Präparationen vergleihbar, was
ungefähr gleih eingesetzte Proteinmengen im Aktivierungsexperiment be-
deutet. Als Positivkontrolle für die Produktion von löslihen E2-Proteinen
in der Western-Blot Entwiklung diente sH84. Dieses Protein enthält die ko-
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Abbildung 4.7: Aktivierungsstatus humaner B-Lymphozyten nah Stimulation mit lösli-
hem E2 (sE2, 5 µg µL
−1
) und HCVpp (100 µL). +MC: Kryoglobulinämie; MG81/N81:
monoklonale anti-CD81 Antikörper; H84 : sE2-Kontrollprotein HCV-Stamm H77; Bovine
serum albumin (BSA); Feline leukemia virus-Pseudopartikel (RD114); Staphyloous au-
reus owan Type I (SAC, 1 µg µL
−1
); Die sE2-Proteinkonzentrationen und die Zugabe von
HCVpp wurden mittels Western-Blot kontrolliert und sind unterhalb der entsprehenden
Säulen dargestellt. Links: Nahweis der sE2-Proteine; Rehts Nahweis des MLV-Capsids
(p30)
dierende Sequenz des E2-Proteins des HCV-Stammes H77 mit der GenBank
Nummer AF009606.
Die Stimulation der B-Zellen mit HCVpp führte zu keiner nennenswerten
Zunahme der Fluoreszenzintensitäten im Vergleih zu unstimulierten Zellen.
Der Status der Aktivierungsmarker liegt nah Stimulation mit HCVpp bei
durhshnittlih 19 % (CD71) und 32 % (CD86), was nur eine leihte Zunah-
me gegenüber dem Aktivierungsstatus der unstimulierten Zellen bedeutet
(Abbildung 4.7 rehts). Aufgrund der bereits mit Huh7-Zellen gemessenen,
niedrigen Infektionsezienz der Genotyp 3 HCVpp (Abbildung 4.5), wur-
den nur die Genotyp 1 und 2 Pseudotypen für die Aktivierungsassays ver-
wendet. Bei RD114 handelt es sih um Pseudotypen, welhe mit den Hüll-
proteinen eines niht-humanpathogenen Viruses pseudotypisiert wurden und
dienen der Kontrolle der HCV-Spezität. Die eingesetzte HCVpp Konzen-
tration wurde vor Zugabe zu den Zellen mittels Western Blot analysiert. Da
keine E2-spezishen Antikörper existieren, wurde mit einem p30-Antikörper
die Intensität des MLV Core-Proteins überprüft und dieses als Normalisie-
rungsmaÿ für die verwendete Pseudotypenmenge verwendet. Die MLV Menge
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war in diesem Experiment in allen HCVpp Präparationen vergleihbar (siehe
Ausshnitte in Abbildung 4.7).
Zusammenfassend lässt sih festhalten, dass nur die Positivkontrolle SAC
und die Kombination beider CD81-Antikörper MG81 und N81 eine Akti-
vierung von B-Lymphozyten bewirkt. Weder die Zugabe von löslihem E2
noh von HCVpp bewirkten eine signikante Aktivierung, welhe durh eine
gegenüber der Basalaktivität erhöhten Fluoreszenzintensität gemessen wer-
den konnte. Unter den hier gewählten experimentellen Bedingungen konnten
daher auh keine dierentiellen, Kryoglobulinämie-abhängigen Stimulations-
eekte erfasst werden. Die Ergebnisse konnten unabhängig mit PBMCs eines
weiteren Probanden bestätigt werden (Daten niht gezeigt).
4.2.3 Gewinnung von nativen Hepatitis C Viren zur Sti-
mulation von PBMCs
Zusätzlih zu den in dieser Arbeit verwendeten Modellsystemen wie löslihe
E2-Proteinpräparationen und HCVpp, wurden native HCV zur Stimulation
der Lymphozyten verwendet. Diese wurden aus Seren von vershiedenen, mit
HCV inzierten Patienten gewonnen unter denen sieben Kryoglobulinämie-
positiv und vier Kryoglobulinämie-negativ waren. Die Viruspartikel wurden
mit Hilfe eines selbstformenden Iodixanol Dihtegradienten entsprehend ih-
rer Dihte fraktioniert (siehe Abshnitt 3.3.4). In einem orientierenden Ex-
periment wurden diejenigen Fraktionen mit der höhsten Viruskonzentration
durh Messung der HCV-RNA Konzentration bestimmt und deren Dihte
durh photometrishe Messung der Iodixanol Absorption ermittelt. Die so er-
haltenen Viruspartikel lieÿen sih einer berehneten Dihte von 1,03 g mL
−1
bis 1,05 g mL
−1
zuordnen (Abbildung 4.8). Aus diesen Fraktionen wurden die
Partikel mit Hilfe eines Konzentrators (Viva Spin 20, Sigma-Aldrih), welher
mit einer 100 kDa Membran arbeitet, gesammelt. Anshlieÿend erfolgte die
quantitative Bestimmung der HCV-RNA Konzentration, um zur Stimulation




4.2.4 Untersuhung der IgM Antikörperproduktion nah
Stimulation von PBMCs
Da sih die Kryoglobulinämie durh eine vermehrte IgM Antikörperprodukti-
on auszeihnet (Dammao et al., 2001), wurde die IgM Konzentration nah
Stimulation von PBMCs gesunder Probanden als Parameter zur Untersu-
hung Kryoglobulinämie-bedingter Eekte benutzt. Die von den B-Lympho-
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Abbildung 4.8: Isolation von HCV mittels Iodixanol Dihtegradienten. Die HCV-RNA-
Konzentration der einzelnen Fraktionen wurde mittels Cobas Ampliprep/Cobas TaqMan
bestimmt. Die Dihte der Fraktionen wurde durh Messung der Absorption der Iodixanol-
fraktion bei 244 nm bestimmt.
zyten sekretierte Menge an IgM Antikörpern wurde 10 Tage nah Stimulation
mittels eines IgM ELISA bestimmt (siehe Abshnitt 3.6.3). Als stimulieren-
der Faktor wurden löslihe E2-Proteinen (5 µg µL
−1
), HCVpp (100 µL) und
native HCV-Viruspartikel (10000 IU ml
−1
) eingesetzt. Berehnet wurden die
relative Änderung der IgM Konzentration normalisiert bezüglih der basalen
IgM Konzentration unbehandelter Zellen (Negativkontrolle). Die dargestell-
ten Ergebnisse sind Mittelwerte von vier unabhängigen Versuhen und sind
in den Abbildungen 4.9 und 4.10 zusammengefasst.
Die in Abbildung 4.9 dargestellte Stimulation der PBMCs mit löslihen
HCV-E2-Proteinen erfolgte analog zu den in Abshnitt 4.2.2 durhgeführten
Experimenten als kombinierte Zugabe von E2-Proteinen mit dem monoklo-
nalen Antikörper MG81. Die relativen Änderungen der IgM Konzentration
nah Stimulation mit den vershiedenen E2-Proteinen liegen in einem Bereih
zwishen 5 und 44 % , während die Stimulation mit SAC (Positivkontrolle)
zu einer relativen Änderung von 74 % führt. Da sowohl nah Stimulation
mit MG81 alleine und mit MG81 in Gegenwart von BSA (Negativkontrol-
len), relative Änderungen der IgM Konzentrationen zwishen 34 % und 53
% detektierbar sind, kann eine HCV-spezishe Induktion der IgM Anti-
körperproduktion ausgeshlossen werden. Interessanterweise führt die CD81
vermittelte Stimulation der PBMCs unter kombinierter Verwendung der mo-
noklonalen Anti-CD81 Antikörpern MG81 und N81 zu einer deutlihen Akti-
vierung der B-Zellen (siehe Abshnitt 4.2.2), wogegen in diesem Experiment
eine Änderung der IgM Produktion von lediglih 24 % detektiert werden
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Abbildung 4.9: Produktion von IgM Antikörpern nah Stimulation mit löslihen E2-
Proteinen (sE2, 5 µg µL
−1
). +MC: Kryoglobulinämie; MG81/N81: monoklonale anti-CD81
Antikörper; Bovine serum albumin (BSA), Die sE2-Proteinkonzentrationen wurden mittels
Western-Blot kontrolliert und sind unterhalb der entsprehenden Säulen dargestellt.
konnte.
Nah Stimulation der PBMCs durh die im Rahmen dieser Arbeit herge-
stellten HCVpp konnten IgM Konzentrationsänderungen gemessen werden,
die teilweise deutlih höher als die gemessenen 22 % Änderung durh HCVpp
ohne Hüllproteine oder 26 % Änderung durh RD114 auselen (Abbildung
4.10). Die Stimulation mit p289/85, p289/11632 und p289/21949 HCVpp
ergab relative Änderungen von 55 %, 96 % und 51 % wobei p289/11632
und p289/21949 HCVpp Hüllproteine besitzen, welhe aus Kryoglobulinämie-
positiven Seren isoliert wurden. Die Stimulation mit p289/22057, p289/21693
und p289/21952 HCVpp ergab keine erhöhte Änderungen der IgM Konzen-
tration. Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen zum ersten Mal einen durh
spezishe HCV-Viruskomponenten (Hüllprotein der HCVpp) verursahten
Eekt auf die IgM Produktion von PBMCs.
Die Stimulation von PBMCs mit den in dieser Arbeit isolierten, nativen
Viren (siehe Abshnitt 4.2.3) zeigte im Gegensatz zur Stimulation mit lösli-
hen Proteinen, HCVpp oder SAC eine erheblih stärkere relative Änderung
der IgM Konzentration mit Werten im Bereih zwishen 200 % und 1000 %
(siehe Abbildung 4.11). Um den Hintergrund der Reaktion zu ermitteln wur-
den die Zellen entweder mit einer 5 % und einer 10 % Iodixanollösung oder
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Abbildung 4.10: Produktion von IgM Antikörpern nah Stimulation mit HCVpp (HCVpp,
100 µL); +MC: Kryoglobulinämie; feline leukemia virus-Pseudopartikel (RD114) ; NoEnv:
MLV-Kapsid ohne Hüllproteine, Die Zugabe von HCVpp wurden durh Detektion des
MLV-Capsids (p30) mittels Western-Blot kontrolliert und ist unterhalb der entsprehenden
Säulen dargestellt.
mit HCV-negativem, humanem Serum inkubiert. In beiden Fällen konnte kei-
ne induzierende Wirkung auf die Antikörperproduktion detektiert werden.
Die hier zur Stimulation verwendeten nativen Viren induzierten hingegen
deutlihe, HCV-spezishe IgM Konzentrationsänderungen. Diese konnten
allerdings niht auf das Vorhandensein einer Kryoglobulinämie zurükgeführt
werden, da auh nah Stimulation mit Viren aus Kryoglobulinämie-negativen
Seren eine vergleihbar starke IgM-Antikörperproduktion gemessen wurde
(siehe Abbildung 4.11).
Zusammenfassend lässt sih festhalten, dass zum ersten Mal ein System
etabliert worden ist, welhes in der Lage ist, die durh HCVpp oder native
HCV-Partikel induzierte Änderung der IgM Produktion von PBMCs zu er-
fassen. Dabei war die induzierende Wirkung von nativen HCV-Partikel durh
eine massive Zunahme der IgM Konzentration um den Faktor 100 gekenn-
zeihnet. Letztendlih konnte aber weder die Verwendung von HCVpp noh
von nativen Viren einen eindeutigen Hinweis für einen Kryoglobulinämie-
spezishen Eekt liefern. Die Verwendung von löslihen E2-Proteinspezies
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Abbildung 4.11: Produktion von IgM Antikörpern nah Stimulation mit nativen HCV;
+MC = Kryoglobulinämie
führte zu keinen signikanten Änderungen der IgM Konzentration, was deren
Eignung im vorgestellten System ausshlieÿt.
4.3 Pseudotypen als Modellsystem zur Unter-
suhung neutralisierender Antikörper
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden HCV-Pseudotypen als Modellsystem
zur Untersuhung der Virusneutralisation durh Antikörper aus Patientense-
ren verwendet.
Durh das Fehlen einer 3'→5' Exonukleaseaktivität der RNA-abhängigen-
RNA-Polymerase des HCV kommt es zu einer hohen Mutationsfrequenz des
HCV-Genoms, insbesondere innerhalb der HVR1, die als B-Zell-Epitop iden-
tiziert wurde. Es wird vermutet, dass Mutationen innerhalb der HVR1 zur
Veränderung des Epitops führen, die das Virus vor einer Neutralisierung
durh Antikörper shützt. Diese sog. Esape-Mutanten könnten an der Ent-
stehung der hronishen Hepatitis C beteiligt sein. Mit Hilfe von HCVpp kann
die Bindung von Antikörpern unter Berüksihtigung von Veränderungen im
Bereih der HVR1 untersuht werden, indem neutralisierende Antikörper an
die Hüllproteine der HCVpp binden und den Viruseintritt inhibieren. Unter
Verwendung von Huh7 als Zielzellen konnte die Abnahme des Anteils von
inzierten Zellen an der Gesamtpopulation im Vergleih zu niht neutrali-
sierten HCVpp gemessen werden.
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4.3.1 Entstehung von HVR1-Mutationen unter antivi-
raler Therapie
Um eine möglihe Korrelation zwishen HVR1-Mutationen und Präsenz neu-
tralisierender Antikörper zu zeigen, wurde beispielhaft die E1/E2-Sequenz
eines Patienten, der trotz kurzzeitiger Viruselimination während der Thera-
pie rükfällig wurde (end of treatment relapse = ETR-Patient), in das be-
stehende HCVpp System (Genotyp 1b) eingebaut. Hierzu wurde die E1/E2-
Quasispezies des ETR-Patienten vor Therapie (Basislinie), zu Therapiewohe
(TW) 4, 8 und nah Therapieende (FU) sequenziert, analysiert und entspre-
hende molekulare Veränderungen am bereits existierenden Genotyp 1 HCV-
pp System vorgenommen. Als Kontrolle diente die HCV-Quasispezies eines
Patienten, der weder vor, unter oder nah der Behandlungsperiode auf die
Therapie ansprah (non responder = NR-Patient) (Tabelle 4.6).
Die HCV-Core
-Termius
-E1/E2-Sequenzen beider Patienten wurden zu ver-
shiedenen Therapiezeitpunkten mit Hilfe einer semi-nested -PCR und Geno-
typ 1b-spezishen Primern ampliziert (siehe Abshnitt 3.2.5) und in den
Topo-XL Vektor kloniert (siehe Abshnitt 3.2.10). Anhand von mehreren Klo-
nen wurde jeweils eine Konsensussequenz zu den vershiedenen Zeitpunkten
berehnet (Tabelle 4.6). Die Konsensussequenzen wurden mit der jeweiligen
Basisliniensequenz verglihen, wobei beim ETR-Patienten die Aminosäure-
sequenz der Hüllproteine im Laufe der Therapie konserviert blieb und Mu-
tationen ausshlieÿlih innerhalb der HVR1 vorkamen. Im Folgenden ist ein
Ausshnitt der E2-HVR1-Sequenz des ETR-Patienten gezeigt. Auf der linken




Patient Serumnummer Therapiezeitpunkt (Abkürzung) Plasmidname
1b ETR
2
085 Basislinie (Bl) pTopo/085kon
151 Wohe 4 (TW4) pTopo/151kon
210 Wohe 8 (TW8) pTopo/210kon
318 Wohe 18 (TW18) pTopo/318kon
439 24 Wohen nah Ende (FU24) pTopo/439kon
1b NR
3
1109 Basislinie (Bl) pTopo/1109kon
1583 Wohe 18 (TW18) pTopo/1583kon






Seite sind Serumnummer, welhe der Konsensussequenz zugrunde liegt, sowie
Zeitpunkte der Serum-Entnahme gekennzeihnet (siehe hierzu auh Tabelle
4.6).
ETR-Patient
310 320 330 340 350 360
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
(085kon) Bl MMNWSPTTAI VVSQLLRIPQ AIMDMVAGAH WGVLAGLAYY SMVGNWAKVL IVMLLFAGVD
(151kon) TW4 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
(210kon) TW8 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
(318kon) TW18 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
(439kon) FU24 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
|-------->E2
370 380 390 400 410 420
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
(085kon) Bl GSTYVTGGSQ AYTTRGLTSL FSLGSQQKVQ LVNTNGSWHI NRTALNCNDS LQTGFLAALF
(151kon) TW4 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
(151kon) TW8 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
(318kon) TW18 ---------- -H-----A-- ---------- ---------- ---------- ----------
(439kon) FU24 ---------- -H-A------ ---------- ---------- ---------- ----------
|<----------HVR1----------->|
430 440 450 460 470 480
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
(085kon) Bl YTHRFNSSGC PERMASCRPI DEFAQGWGPI TYDESGGSDQ KPYCWHYAPR PCGIVPASQV
(151kon) TW4 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
(151kon) TW8 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
(318kon) TW18 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
(439kon) FU24 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
Innerhalb der HVR1 haben folgende Mutationen stattgefunden: zu The-
rapiewohe 18 und nah Beendigung der Therapie tauht ein Virusstamm
auf, bei dem an Position 372 ein Tyrosin zu einem Histidin (T372H) und an
Position 378 ein Threonin zu einem Alanin (T378A) entstanden sind. Nah
Beendigung der Therapie konnte T372H noh nahgewiesen werden, T378A
war allerdings wieder zur Basisliniensequenz revertiert und eine neue T378A
Mutation ist entstanden.
Die HCV-Sequenzen des NR-Patienten sind, wie folgender Sequenzver-
gleih zeigt, im Vergleih zum ETR-Patienten etwas heterogener. Auÿerhalb
der HVR1 entwikelt das Virus zu Therapiewohe 18 sehs Mutationen, wobei
nur drei dieser Mutationen auh nah Therapie noh erhalten sind. Innerhalb
der HVR1 ist das Virus im Therapieverlauf an 4 Positionen mutiert: S373A,
Q376R, Y379S und G380T. Nah Beendigung der Therapie ist das Virus mit
Ausnahme von G380R zur Basisliniensequenz revertiert.
NR-Patient
310 320 330 340 350 360
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
(1109kon) BL AWDMMMNWSP TTALVVAQLL RVPQAILDMI AGAHWGVLAG IAYFSMVGNW AKVLVVLLLF
(1583kon) TW18 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------




370 380 390 400 410 420
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
(1109kon) BL AGVDATTHTT GGSAAQATYG LASFFSPGAK QNIQLINTNG SWHINRTALN CNASLDTGWV
(1583kon) TW18 ---------- --A--R--ST ---------- ---------- ---------- ----------
(3195kon) FU24 ---------- ---------R ---------- -D-------- ---------- ----------
|<----------HVR1----------->|
430 440 450 460 470 480
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
(1109kon) BL AGLFYYYKFN SSGCPERMAS CRPLADFDQG WGPISYANGT GPEHRPYCWH YPPKPCGIVP
(1583kon) TW18 ------H--- -------L-- ---------- ---------- ---------- ----------
(3195kon) FU24 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
4.3.2 Konstruktion der Expressionsvektoren zur Her-
stellung von Pseudotypen mit HVR1-Mutationen
Die amplizierte Basislinien HCV-Core
-Termius
-E1/E2-Konsensussequenz des
ETR-Patienten wurde in den Expressionsvektor p289 kloniert (p289/85, sie-
he Abshnitt 4.1.2) von dem ausgehend alle HVR1-Mutanten generiert wor-
den sind. Aufgrund der konservierten Sequenz auÿerhalb der HVR1, konnte
die HVR1-Sequenz des Plasmids p289/85 mittels BspE1 durh die HVR1-
Sequenzen der Plasmide pTopo/318kon und pTopo/439kon ausgetausht wer-
den. Die korrekte Orientierung der HVR1-Fragmente wurde durh eine Sa-
lI Restriktionsanalyse und die eingebauten Mutationen durh Sequenzie-
rung der HVR1 bestätigt. Die neu generierten Expressionsvektoren wurden




zum Basislinien-Zeitpunkt wurde in den Expressionsvektor p289 kloniert
(p289/1109). Der Austaush der HVR1-Sequenz des Plamids p289/1109 durh
die HVR1-Sequenzen der Plasmide pTopo/1583kon und pTopo/3195kon er-
Tabelle 4.7: Seren zur Analyse von HVRI-Mutationen unter Interferon-Therapie
Serumnr. Therapiestatus HVRI-Mutationen Vektor
ETR-
Patient
85 Vor Therapie  p289/85
151 Therapiewohe 4  
210 Therapiewohe 8  
318 Therapiewohe 18 T372H; T378A p289/318
439 nah Therapie T372H; T378A p289/439
NR-
Patient
1109 Vor Therapie  p289/1109
1583 Therapiewohe 18 S373A; Q376R; Y379S; G380T p289/1583
3195 nah Therapie G380R p289/3195
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folgte mittels der Restriktionsenzyme NruI und BlII. Die Mutationen au-
ÿerhalb der HVR1 (siehe Abshnitt 4.3.1) wurden hierbei niht berüksih-
tigt, damit möglihe Eekte ausshlieÿlih auf Veränderungen innerhalb der
HVR1 zurükzuführen sind. Der Austaush der HVR1-Sequenzen wurde durh
Sequenzierung bestätigt. Im Folgenden wurden die neu generierten Expres-
sionsvektoren zur Produktion von HCVpp verwendet.
4.3.3 Neutralisierung von Pseudotypen mit Therapie in-
duzierten HVR1-Mutationen
Zur Untersuhung des Virus-Esape und des damit verbundenem Wiederan-
stiegs der Viruslast wurden HCVpp generiert, welhe die während der Thera-
pie entwikelten HVR1-Mutationen tragen. Als Kontrolle wurden Pseudoty-
pen mit Hüllproteinen eines NR-Patienten verwendet bei denen keine Bildung
neutralisierender Antikörper im Therapieverlauf erwartet wurde. Die HCV-
pp Varianten beider Patienten wurden vor Infektion der Huh7-Zellen mit den
vershiedenen Patientenseren behandelt (siehe Abshnitt 3.3.3). Der Anteil
der inzierten Zellen wurde 48 Stunden nah Infektion ytometrish gemes-
sen (siehe Abshnitt 3.4.5) und ist in Abbildung 4.12 gezeigt. Die Ergebnisse
sind auf die HVCpp Infektiösität nah Behandlung mit HCV-negativem Se-
rum normiert.
In Abbildung 4.12a ist die Hemmung der Infektion von HCVpp durh neu-
tralisierende Antikörper, deren Hüllproteine auf Grundlage der Quasispezies
des ETR-Patienten konstruiert wurden, gezeigt. Die Hemmung der Infektion
von HCVpp mit Hüllproteinen der Basislinie (p289/85) nahm tendenziell bis
zur Therapiewohe 4 ab, um danah wieder anzusteigen. In dem Serum der
Therapiewohe 18 (318) und dem Serum nah Therapie (439) wurde eine 90
% bzw. 91 % Infektionsinhibierung gemessen. Zwishen der Therapiewohe
4 und 8 wurde gleihzeitig ein Abfall der Viruslast bis unter die Nahweis-
grenze gemessen, was auf ein gutes Ansprehen auf die Interferon-Therapie
hinweist. Zu Therapiewohe 18 und nah Therapie haben sih bereits Virus-
stämme mit HVR1-Mutationen etabliert (p289/318 und p289/439), deren
Infektion zum jeweiligen Entstehungszeitpunkt mit a. 90 % inhibiert wur-
de. Interessanterweise waren auh in den Seren, welhe vor Entstehung der
HVR1-Mutationen gesammelt wurden, bereits Antikörper vorhanden, die die
Infektion von HCVpp mit einer später entstandenen HVR1 inhibierten. Nah
Beendigung der Therapie nahm zwar die Inhibierung der HCVpp Infektiösi-
tät bei allen Varianten zu, jedoh auh die Viruslast. Somit zeigte sih kein
unmittelbarer Zusammenhang zwishen Viruslast und Virusneutralisierung.





Abbildung 4.12: Untersuhung der Neutralisation von HCVpp mit HVR1-Mutationen.
HCVpp mit HVR1-Mutationen eines ETR-Patienten (a) und HCVpp mit HVR1-
Mutationen eines NR-Patienten (b) werden zu vershiedenen Zeitpunkten unter Interferon-
Therapie auf das Vorhandensein von neutralisierenden Antikörpern untersuht.
denen Therapiezeitpunkten Antikörper vorhanden waren, die eine Infektion
mit Pseudotypen zwishen 77 und 95 % inhibierten, unabhängig davon ob
eine HVR1-Mutation vorlag. Betrahtet man den dazugehörigen Verlauf der
Viruslast, so fällt auf, dass der starke Anstieg der Viruslast nah Therapie
von einer vorhergehenden Abshwähung der Neutralisierung zu Therapiewo-
he 18 begleitet ist, was als mögliher Eekt eines Virus-Esapes interpretiert
werden könnte.
In Abbildung 4.12b ist die Hemmung der Infektion von HCVpp durh
neutralisierende Antikörper, deren Hüllproteine auf Grundlage der Quasis-
pezies des NR-Patienten konstruiert wurden, gezeigt. Verglihen mit dem
ETR-Patienten fällt die bereits zur Basislinie erheblih höhere Viruslast des
NR-Patienten auf. Zusätzlih war die Hemmung der Infektion durh Anti-
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körper mit durhshnittlih 70 % im Vergleih zum ETR-Patienten mit einer
durhshnittlihen Infektionshemmung von 90 % deutlih geringer. Zu The-
rapiebeginn lag die Infektionsinhibierung von HCVpp mit Hüllproteinen der
Basislinie (p289/1109) bei 63 %. Zur Therapiewohe 18 konnte eine Zunahme
der Inhibierung gegenüber der Basislinie beobahtet werden, die fast diesel-
ben Werte aufwies wie die Inhibierung der in der Zwishenzeit entstandene
HVR1 Variante (p289/1583). Nah Therapie sank die Inhibierung der Infek-
tiösität von HCVpp mit Basislinien-Hüllproteinen wieder bis auf 54 % ab.
Eine nah Beendigung der Therapie gefundene HVR1 Variante (p289/3195)
wurde zu diesem Zeitpunkt nur zu a. 65 % inhibiert, während diese zu einem
früheren Zeitpunkt vor Entstehung seiner Konsensus HVR1-Sequenz bereits
zu 92 % inhibiert wurde. Auh hier konnten also HCVpp durh Seren, die
vor Entstehen der jeweiligen Mutationen gesammelt wurden, neutralisiert
werden.
Zusammenfassend kann anhand des untersuhten NR-Patienten kein di-
rekter Zusammenhang zwishen Virusneutralisierung basierend auf der Ent-
stehung von Mutationen im Bereih der HVR1 und der Viruslast im Thera-
pieverlauf festgestellt werden. Verglihen mit dem untersuhten ETR-Patien-
ten wurde jedoh eine generell shwähere Neutralisierung durh Antikörper
gemessen, was mögliherweise auh zur Erhaltung der hohen Viruslast bei-
trägt.
Zur Kontrolle der HCV-Spezität der neutralisierenden Antikörper wur-
den RD114pp (feline leukemia virus) und SFVpp (semliki forest virus) par-
allel mit den gleihen Seren behandelt. Bei beiden Kontrollen handelt es sih
um Hüllproteine von niht-humanpathogenen Viren. In Abbildung 4.13 ist
die Infektiösität der Kontrollpartikel, normiert auf die Infektiösität von Par-
tikeln, welhe mit HCV-negativem Serum behandelt wurden, gezeigt. Sowohl
nah Behandlung der Pseudotypen mit Seren des ETR-Patienten (Abbildung
a) als auh mit Seren des NR-Patienten (Abbildung b) liegt die Infektions-
rate bei über 100 %. Eine Ausnahme besteht bei RD114pp. Hier beträgt die
Infektion im Serum 3195 nur 95 %. Demzufolge beruhen die in Abbildung






Abbildung 4.13: Untersuhung der HCV-Spezität von neutralisierenden Antikörpern in
Seren eines ETR-Patienten (a) und in Seren eines NR-Patienten (b) durh Verwendung





Die hronishe HCV-Infektion stellt weltweit und insbesondere in den In-
dustrienationen eine der häugsten Ursahen für die Entwiklung einer Le-
berzirrhose und eines Leberzellkarzinom dar. Nah Angaben der Weltgesund-
heitsorganisation sind a. 200 MillionenMenshen weltweit mit HCV inziert,
was ein globales Gesundheitsproblem darstellt. Nah heutigem Stand der For-
shung erfolgt der Eintritt der Viruspartikel in die Zellen durh die Bindung
über die viralen Hüllproteine E1 und E2 an zelluläre Oberähenrezeptoren.
Vershiedene zelluläre Rezeptoren wie z.B. CD81 (Pileri et al., 1998), SR-B1
(Sarselli et al., 2002) CLDN1, CLDN6, CLDN9 (Evans et al., 2007; Zheng
et al., 2007) und der Oludin-Rezeptor (Ploss et al., 2009) wurden als Inter-
aktionspartner des HCV beshrieben, wobei CD81 der am besten untersuhte
Bindungspartner des HCV darstellt (siehe Abshnitt 2.3). Einen Durhbruh
für die Erforshung der zellulären Aufnahme von HCV stellt die kürzlihe
Entwiklung von HCV-Pseudotypen dar (Bartosh et al., 2003b; Hsu et al.,
2003). Da mit Zellkultursystemen, welhe infektiöse HCV-Partikeln produ-
zieren, nur unter strengen Siherheitsvorkehrungen gearbeitet werden darf,
stellen Pseudotypen ein geeignetes Modellsystem zur Untersuhung der In-
teraktion zwishen Zielzelle und Hüllproteinen dar. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, klinish harakterisierte Pseudotypen herzustellen, um damit
die möglihe Korrelationen zwishen klinishen Befunden und Virus-Zell In-
teraktion untersuhen zu können.
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5.1.1 Expression von E1/E2-Proteinen und funktionale
HCV-Pseudotypen
Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus vershiedenen Patientenseren HCV-
E1/E2 kodierende Sequenzen zur Konstruktion von HCV-Pseudotypen ver-
wendet. Die Auswahl der zur Pseudotypisierung verwendeten E1/E2-Sequen-
zen sheint ein kritisher Shritt bei der Herstellung von HCV-Pseudotypen
zu sein. Eine wihtige Voraussetzung zur Produktion infektiöser Partikel,
stellt die korrekte posttranslationale Modizierung sowie die Inkorporati-
on und Exposition der Hüllproteine auf der Partikeloberähe dar. In ei-
ner Studie wurden aus 88 hronish inzierten HCV-Patienten die E1/E2-
Sequenzen ampliziert und in Expressionsvektoren kloniert, wovon lediglih
24 die Herstellung funktionaler Pseudotypen ermöglihten (Lavillette et al.,
2005). Dies spriht dafür, dass bei Verwendung einer einzigen Sequenz eines
Patienten eine hohe Wahrsheinlihkeit besteht keine funktionalen Hüllprote-
ine zu erhalten. Um dies zu vermeiden, wurde ausgehend von fünf sequenzier-
ten E1/E2-Klonen eine Konsensussequenz berehnet und anshlieÿend durh
ortsgerihtete Mutagenese in den entsprehenden Expressionsplasmiden her-
gestellt (siehe Abshnitt 3.2.6).
Da sih während der HCV-Morphogenese E1/E2-Proteine im Lumen des
ER benden und Core-Proteine im Zytosol, könnte in Abwesenheit von Core
oder anderen rekrutierenden Nuleokapsid-Bildnern ein Verbleib oder mög-
liherweise ein Transport von E1/E2 zur Plasmamembran erfolgen, wobei
die Proteine niht auf der Partikeloberähe exponiert werden. Die Detek-
tion von E1/E2 auf der Zelloberähe der Produzentenzellen kann daher
als ein wihtiger Hinweis auf einen korrekten topologishen Einbau in die
ER Membran angesehen werden. Mit den im Rahmen dieser Arbeit herge-
stellten Expressionsplasmiden konnte erfolgreih die Exposition von E1/E2
auf 293T-Zellen immunologish nahgewiesen werden (Abbildung 4.2). Der
hierbei in allen Fällen erhaltene hohe Anteil von mindestens 45 % an uores-
zierenden Zellen zeigt, dass die mittels der Konsensussequenz hergestellten
E1/E2-Proteine aus sehs vershiedenen Patienten mit hoher Zuverlässigkeit
exprimiert und auf der Zelloberähe der Produzentenzellen präsentiert wer-
den (Abbildung 4.2).
Nahdem die Topologie der durh die Konsensussequenz kodierten E1/E2-
Proteine nahgewiesen worden ist, wurden die E1/E2-Expressionsplasmide
zur Pseudotypisierung verwendet (siehe Abshnitt 4.1.4). Die so erhaltenen
HCV-Pseudotypen wurden isoliert und ihre Infektiösität in einem initialen
Infektionsexperiment überprüft. Die Ergebnisse zeigten, dass sämtlihe in
dieser Arbeit konstruierten Plasmide erfolgreih zur Herstellung funktiona-
ler Pseudotypen verwendet werden konnten (Abbildung 4.1.4). Allerdings
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zeigten sih auh auallende Untershiede in der Infektiösität, vor allem zwi-
shen Genotyp 1 und Genotyp 2 HCV-Pseudotypen auf der einen Seite und
Genotyp 3 HCV-Pseudotypen auf der anderen Seite.
Im Gegensatz zu den Arbeiten von Lavillette et al. (2005) weisen die
hier erhaltenen Ergebnisse eine Infektiösität bei allen sehs konstruierten
HCV-Pseudotyp Varianten nah. Dies könnte für die Berehnung einer Kon-
sensussequenz als eine ratsame Vorgehensweise bei der Herstellung klinish
harakterisierter HCV-Pseudotypen sprehen, da hierdurh die Wahrshein-
lihkeit funktionale Hüllproteine zu erhalten, erhöht ist.
5.1.2 Untershiedlihe HCV-Genotypen untersheiden
sih in ihrer Infektiösität
Der initiale Vergleih der HCV-Pseudotyp Infektiösitäten vershiedener Ge-
notypen zeigte deutlihe Untershiede (Abbildung 4.1.4). Pseudotypen, wel-
he mit Hüllproteinen des Genotyps 2 pseudotypisiert wurden, zeigten mit
über 10 % inzierten Zellen die höhste Infektiösität, während Genotyp 3
HCV-Pseudotypen mit a. 2.5 % inzierten Zellen die geringsten Werte auf-
wiesen. Eine geringe Infektiösität von Genotyp 3 HCV-Pseudotypen vergli-
hen mit HCV-Pseudotypen anderer Genotypen wurde bereits beshrieben
(Lavillette et al., 2005), wobei die Gründe für das untershiedlihe Verhalten
bisher niht aufgeklärt worden sind. Es ist lediglih bekannt, dass bei der
akuten und hronishen HCV-Infektion die Genotyp 2 und Genotyp 3 ba-
sierten Infektionen bessere Heilungshanen aufweisen (Mangia et al., 2005;
Pawlotsky, 2003b). In einer kürzlih ershienenen Studie wurden mit Hil-
fe des infektiösen vollständigen HCV-Zellkultursystems Genotyp-spezishe
Eekte hinsihtlih Infektiösität, Rezeptor-Interaktion, Bindung von neutra-
lisierenden Antikörpern, Wehselwirkung mit Lipiden und die antivirale Wir-
kung von Interferon α-2b untersuht. Bei dieser umfangreihen Analyse der
HCV Genotypen 1 bis 7 wurden keine wesentlihen Untershiede bei der In-
fektiösität, der Interaktion mit den Rezeptoren CD81 und SR-BI, sowie bei
Wehselwirkungen mit Lipiden oder der Behandlung mit Interferon α-2b ge-
funden. Die Bindung von neutralisierenden Antikörpern aus vershiedenen
Patientenseren hingegen führten bei Viren des Genotyps 4a, 5a, 6a und 7a
zu einer hohen Inhibierungsrate und einer etwas geringeren Rate für Viren
des Genotyps 1a, 1b und 2b. Viren des Genotyps 2a und 3a wurden jedoh
niht von neutralisierenden Antikörpern aus den vershiedenen Patientense-
ren gebunden (Gottwein et al., 2009).
Die im oberen Abshnitt erwähnten Expositionsexperimente exprimier-
ter E1/E2-Varianten auf der Plasmamembran der Produzentenzellen (Ab-
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bildung 4.2) ergaben zwar auh Genotyp-spezishe Untershiede, jedoh
kann keine Korrelation zu den gemessenen Infektiösitäten hergestellt wer-
den. Die Shwierigkeit diese Diskrepanz zu analysieren, liegt am geringen
Anteil der gemeinsamen Prozesse (z.B. kotranslationale Translokation oder
E1/E2-Proteinfaltung), welhe zu den gemessenen Endpunkten Exposition
oder Infektion führen. Zum Beispiel impliziert die Messung der Infektiösität
weitere Voraussetzungen, wie HCV-Pseudotypen Morphogenese, Stabilität
der HCV-Pseudotypen auÿerhalb der 293T-Zellen, Interaktionsuntershiede
mit Huh7-Zellen und andere Prozesse, die im Falle der Protein-Exposition auf
der Zelloberähe niht erfüllt werden müssen. Dies kann dazu führen, dass
obwohl Genotyp 3 Hüllproteine z.B. stärker auf der Zelloberähe exprimiert
werden als Genotyp 2-Proteine, Genotyp 3 HCV-Pseudotypen eine deutlih
shwähere Infektiösität als Genotyp 2 HCV-Pseudotypen aufweisen.
5.1.3 Humanes Serum steigert die Infektiösität von HCV-
Pseudotypen
Neben der durh Rezeptoren vermittelten Virusinfektion wurde für HIV und
das Ebola Virus eine Interaktion mit virusspezishen Antikörpern und Pro-
teinen des Komplement-Systems identiziert, die in vivo und in vitro zu einer
Verstärkung der Infektiösität dieser Viren führt (Füst, 1997; Takada and Ka-
waoka, 2003). Auh für HCV ist eine Assoziation mit Serumbestandteilen wie
z.B. VLDL (very low density lipoproteins), LDL (low density lipoproteins)
und HDL (high density lipoproteins) bekannt (Agnello et al., 1999; Hijikata
et al., 1993b; Kanto et al., 1994; Monazahian et al., 2000; Pumeehokhai
et al., 2002; Thomssen et al., 1992). Ob die Bindung von Immunglobulinen
und Lipoproteinen an HCV deren Infektiösität beeinträhtigen ist bislang
unklar. In diesem Zusammenhang konnte jedoh gezeigt werden, dass die
Infektiösität von HCV-Pseudotypen ira 10-fah gesteigert werden kann,
wenn dem Medium der Produktionszellen humanes Serum zugegeben wird
(Bartosh et al., 2005). Allerdings geshieht dies niht, wie für HIV und
das Ebola-Virus gezeigt, durh Antikörper oder Proteine des Komplement-
Systems, sondern durh die Assoziation des HCV mit HDL (Bartosh et al.,
2005). Demzufolge könnten humane Serumbestandteile gegenüber Rinderse-
rum, das standardmäÿig für Zellkulturmedien verwendet wird, für die Infek-
tiösität der Pseudopartikel eine wihtige Rolle spielen.
Um mit den in dieser Arbeit produzierten Pseudotypen verbesserte In-
fektionsbedingungen für Huh7-Zellen zu erzielen, wurde der Einuss von hu-
manem Serum im Vergleih zu Rinderserum getestet. Hierbei wurde zwi-
shen der Zugabe des Serums während der Pseudotypenproduktion und der
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Zugabe des Serums während der Infektionsphase von Huh7-Zellen dieren-
ziert (Abbildung 4.5 und 4.6). Dabei wurde gezeigt, dass die Infektiösität
der HCV-Pseudotypen durh Zugabe von humanem Serum während der In-
fektion der Huh7-Zellen um durhshnittlih 4,5 Prozentpunkte gesteigert
werden kann. Demgegenüber führt die Substitution von FCS durh humanes
Serum während der HCV-Pseudotypenproduktion niht überzeugend zu ei-
ner Steigerung der Infektiosität (vergleihe Abbildung 4.5 a mit 4.5 b). Die
einzige deutlihe Steigerung konnte bei einem Genotyp 1-abgeleiteten HCV-
Pseudotypen (Serum 85) gemessen werden. Es ersheint daher wahrsheinli-
her, dass die humanen Serumlipide direkt an der Fusion von Pseudotypen
mit der Zielzelle beteiligt sind. Da HDL als infektionssteigernde Komponen-
te des humanen Serums identiziert wurde, sind folgende Mehanismen für
die vermehrte Virusaufnahme in Huh7-Zellen denkbar. Durh Assoziation
des HCV mit HDL wird mögliherweise die Interaktion zwishen dem Li-
poproteinrezeptor SR-B1, der ebenfalls als Korezeptor für HCV beshrieben
wurde (Sarselli et al., 2002), und den HCV-Hüllproteinen stimuliert, was in
einer verstärkten Virusaufnahme resultieren könnte. Alternativ ist denkbar,
dass durh eine verstärkte Rezeptor-vermittelte Lipidaufnahme der Chole-
sterinanteil der Membran der Zielzellen erhöht wird, was zu einer erhöhten
Infektiösität der HCV-Partikel führen könnte (Rigotti et al., 2003). Ein ana-
loger Mehanismus wurde bereits für HIV oder Inuenzaviren beshrieben
(Chazal and Gerlier, 2003; Rawat et al., 2003).
Neben dem untersuhten Einuss von humanem Serum konnte eine Stei-
gerung der Infektiösität von HCV-Pseudotypen auh durh eine der Infekti-
on nahgeshaltete Zentrifugation der Zielzellen erreiht werden. Die Gründe
für diesen Eekt können momentan niht erklärt werden. Durh die geringen
Kräfte, die sih bei einer Zentrifugation mit 1000 g entstehen, lässt sih jedoh
ein durh das Zentripetalfeld vermittelter Eintritt der HCV-Pseudotypen in
die Zellen ausshlieÿen.
5.2 HCV-assoziierte Kryoglobulinämie
Neben der zur hronishen Hepatitis C führenden Infektion von Leberzel-
len wird auh der Befall von Lymphozyten diskutiert, welher für die Ent-
wiklung lymphoproliferativer Erkrankungen wie z.B. der Kryoglobulinämie
verantwortlih gemaht wird. Bei 80 % bis 90 % der Patienten mit Kryo-
globulinämie Typ II liegt eine hronishe HCV Infektion vor. Die Typ II
Kryoglobulinämie ist eine Erkrankung, bei der vermehrt unspezishe po-
lyklonale IgG und monoklonale IgM Antikörper gebildet werden, die durh
Ablagerung in den Gefäÿen zu einer Vielzahl von klinishen Symptomen füh-
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ren können (Agnello et al., 1992; Ferri et al., 1991; Misiani et al., 1992).
Eine Infektion mit dem Hepatitis B Virus verursaht hingegen weniger als
5 % Kryoglobulinämie Fälle (Ferri et al., 1998), was eine Beteiligung von
HCV-spezishen Eekten an der Krankheitsentwiklung untermauert. Der
molekulare Mehanismus der durh HCV-induzierten Kryoglobulinämie ist
bislang unklar. In einigen Arbeiten wurde ein Zusammenhang zwishen der
HVR1 und der Entstehung der Kryoglobulinämie beobahtet. Des weiteren
wird entweder eine direkte Infektion oder eine Antigen-induzierte Stimulation
der B-Lymphozyten vermutet. Um die vorgeshlagenen Mehanismen näher
zu untersuhen, wurden in der vorliegenden Arbeit klinish harakterisierte
HCV-Pseudotypen und löslihe E2-Proteine als Modellsysteme eingesetzt.
5.2.1 HCV-assoziierte Kryoglobulinämie und die Rolle
der HVR1
Wie andere RNA Viren zirkuliert auh HCV im Patienten als eine hetero-
gene Population eng verwandter Virusvarianten, der sog. Quasispezies. Da
die HVR1 als Bereih gröÿerer Variabilität bekannt ist (Kato et al., 1992;
Weiner et al., 1991) und das E2-Protein als B-Zellepitop identiziert wurde
(Isaguliants et al., 2002; Nakamoto et al., 1996; Sarselli et al., 1995; Seki-
ya et al., 1994), wird ein Zusammenhang zwishen der HVR1-Sequenz und
der Entwiklung einer Kryoglobulinämie vermutet. In diesem Zusammen-
hang wurden HVR1-Sequenzen von hronish inzierten Patienten mit und
ohne Kryoglobulinämie untersuht, wobei in 6 von 21 Fällen eine Insertion
an Position 385 und eine Deletion an Position 384 mit dem Vorhandensein
einer Kryoglobulinämie assoziiert werden konnte (Gerotto et al., 2001). Zwei
kürzlih ershienene Arbeiten zeigen hingegen, dass Insertionen an Positi-
on 385 niht mit dem Vorhandensein einer Kryoglobulinämie korrelierbar
sind (Bianhettin et al., 2007; Rigolet et al., 2005). Durh mathematishe
Analyse von experimentellen Kryoprezipitierungen und HVR1-, HVR2- und
CD81-bindenden Sequenzen des E2-Proteins wurden Mutationen an den Po-
sitionen 389 und 398 mit der Entwiklung einer Kryoglobulinämie korreliert
(Hofmann et al., 2004). Die in dieser Arbeit generierten Konsensussequenzen
aus Kryoglobulinämie betroenen Patienten wiesen weder Insertionen noh
Deletionen auf, was sih mit den Beobahtungen von Rigolet et al. (2005)
und Bianhettin et al. (2007) dekt. Weiterhin konnte kein Aminosäureaus-
taush an den Positionen 389 und 398 mit dem Auftreten einer Kryoglobu-
linämie assoziiert werden. Auällig war hingegen, dass das Vorhandensein der
Kryoglobulinämie trotz untershiedliher Geno- und Subtyp-Klassizierung
mögliherweise mit einer höheren Sequenzähnlihkeit assoziiert ist. Beim Ver-
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gleih der E1/E2-Gesamtsequenzen konnten interessanterweise keine nen-
nenswerten Homologieuntershiede zwishen den Kryoglobulinämie-positiven
und Kryoglobulinämie-negativen Gruppen, verglihen mit den Sequenzen oh-
ne Rüksiht auf Vorhandensein von Kryoglobulinämie, festgestellt werden
(Abbildung 4.3 und 4.4). Dies könnte ein erster statistisher Hinweise auf
einen möglihen Einuss der HVR1-Sequenz auf die Entstehung einer Kryo-
globulinämie liefern, was im Laufe der weiteren Arbeit mit experimentellen
Daten näher untersuht wird.
5.2.2 Infektion von B-Lymphozyten mit HCV-Pseudo-
typen
Obwohl die Infektion von Lymphozyten bislang umstritten ist, konnte ge-
zeigt werden, dass bei der Mehrzahl von HCV inzierten Patienten naive
B-Zellen aktiviert sind (Rosa et al., 2005). Weiterhin konnte ein Abklingen
der Aktivierung nah Viruselimination durh eine Interferon-Therapie ge-
zeigt werden (Rosa et al., 2005). Anhaltspunkte für eine direkte Infektion
und eine extrahepatishe Replikation des HCV lieferten der Nahweis von
Minus- und Plusstrang-RNA des HCV in PBMCs (Ferri et al., 2003; Lerat
et al., 1996; Morsia et al., 1999). Allerdings ist HCV-RNA niht in allen
Patienten nahweisbar und die Infektionsrate sowie die Replikationsezienz
in Lymphozyten ist sehr gering. Des Weiteren gelang es mehreren Gruppen
in älteren Studien B- und T-Zelllinien mit HCV zu inzieren (Kato et al.,
1995; Nissen et al., 1994; Shimizu et al., 1992). Entgegen diesen Beobahtun-
gen konnten mit Hilfe der in dieser Arbeit generierten Pseudotypen weder B-
noh T-Lymphozyten inziert werden (siehe Abshnitt 4.2.1), was auh in an-
deren, neueren Studien beshrieben wurde (Bartosh et al., 2003a; Lavillette
et al., 2005; MKeating et al., 2004). Betrahtet man die Tatsahe, dass die
Infektion von peripheren Blutzellen mit nativen HCV-Partikeln inezient ist
und nur sehr geringe HCV-RNA Konzentrationen mit sensitiven Nahweis-
methoden (RT-PCR) detektierbar sind, ist anzunehmen, dass das Pseudo-
typen Modellsystem und die damit verbundenen Messmethoden für eine in
vitro Infektion von primären Zellen niht ausreihend sensitiv sind. Des Wei-
teren produzieren nativen Viren eine Vielfalt von genetish untershiedlihen
Hüllproteinen unter denen mögliherweise eine geringe Teilpopulation eine
höhere Wahrsheinlihkeit aufweist, mit Rezeptoren von Lymphozyten zu
interagieren und die Virusaufnahme zu bewirken. Mögliherweise könnte im
Laufe der Virusreplikation auf diese Weise eine Selektion von lymphotrophen
Viren entstehen. Im Vergleih dazu sind die Pseudotypen durh eine kon-
stante Konsensussequenz gekennzeihnet, welhe im Falle dieser Arbeit nur
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eine statistish gemittelte Sequenz der Hüllproteine aufweist. Des Weiteren
untersheiden sih die Pseudotypen von nativen Viren auh bezüglih ihres
Glykosylierungsmusters, das als sehr heterogen beshrieben wurde. Ebenso
wurden HCV-Pseudotypen als heterogen bezüglih des Einbaus von E1/E2-
Proteinaggregaten, welhe durh Disuldbrüken verbunden sind harakteri-
siert (Flint et al., 2004). Auh diese morphologishen Untershiede könnten
dazu beitragen, dass mittels Pseudotypen bislang keine direkte Infektion von
Lymphozyten beobahtet wurde.
5.2.3 E2-induzierte Aktivierung von B-Lymphozyten
Eine weitere Hypothese, die die Entwiklung der Kryoglobulinämie erklärt,
ist eine direkte Bindung des E2-Proteins an den CD81-Rezeptor von B-
Lymphozyten. Um reife B-Lymphozyten unter physiologishen Bedingun-
gen erfolgreih zu stimulieren, bedarf es neben dem B-Zell-Antigenrezeptor
zusätzliher Korezeptoren, welhe Aktivierungssignale verstärken und mo-
dulieren. Hierzu zählt der CD81, welher auf der Oberähe der B-Zellen
einen Komplex mit CD19, CD21 und mit MHC-Klasse II Molekülen bildet
(Fearon and Carter, 1995). Mögliherweise wird dieser Komplex durh die
Bindung des HCV-E2-Proteins aktiviert, was eine B-Zell Proliferation und
Sekretion von unspezishen Antikörpern durh Verminderung der Aktivie-
rungsshwelle der Zellen auslösen könnte. Für T-Lymphozyten wurden be-
reits stimulierende Eekte dieser Art durh die Bindung des E2-Proteins an
CD81 beshrieben (Wak et al., 2001). Des Weiteren wurde gezeigt, das die
Expression von CD81 auf B-Lymphozyten von HCV-Patienten mit assoziier-
ter Kryoglobulinämie im Vergleih zur Kontrollgruppe erhöht ist (Hofmann
et al., 2004). Untermauert wird die E2-CD81 abhängige Aktivierung von
B-Lymphozyten durh die kürzlih gezeigte in vitro Bindung des monoklo-
nalen CD81 Antikörpers MG81 in Kombination mit E2-Proteinen, welhe
zu einer Proliferation von B-Lymphozyten führte (Rosa et al., 2005). Die
Stimulation des CD81-Rezeptors mittels zweier CD81-Antikörpern (MG81
und N81) konnte ebenfalls eine Aktivierung von B-Lymphozyten induzieren
(Rosa et al., 2005).
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in der vorliegenden Arbeit eine Akti-
vierbarkeit von B-Lymphozyten durh Stimulation des CD81 mit E2-Prote-
inen untersuht. Hierzu wurden sowohl löslihe E2-Proteine als auh HCV-
Pseudotypen verwendet. Durh IMAC isolierte, löslihe E2-Proteine konnte
in Aktivierungsexperimenten eine vergleihbare Proteinkonzentrationen ein-
gestellt werden, während die E2-Inkorporation auf HCV-Pseudotypen wegen
fehlender E2-Antikörper niht exakt bestimmt werden kann. Demgegenüber
besitzen HCV-Pseudotypen den Vorteil einer komplexe Virusstruktur, wel-
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he sih mögliherweise besser zur Zellstimulation eignet, da mögliherweise
bereits durh ein einziges Partikel mehrere Zellrezeptoren stimuliert werden
können. Wie von Rosa et al. (2005) beshrieben, resultiert die Stimulation
der B-Lymphozyten mit den monoklonalen CD81 Antikörpern MG81 und
N81 in einer erhöhten Expression der Aktivierungsmarker CD71 und CD86
(Abbildung 4.7). Dies spriht dafür, dass eine CD81-abhängige Aktivierung
der Zellen unter den gewählten Versuhsbedingungen grundsätzlih reprodu-
zierbar war. Wurde hingegen der CD81-Antikörper durh die in dieser Arbeit
verwendeten E2-Proteine ersetzt, konnte keine Aktivierung im Vergleih zu
unstimulierten Zellen detektiert werden (Abbildung 4.7).
Nah Stimulation der Zellen mit HCV-Pseudotypen konnte ebenfalls keine
Aktivierung der B-Lymphozyten im Vergleih zu unstimulierten Zellen oder
zur Stimulation mit SAC (Positivkontrolle) bzw. MG81 und N81 gemessen
werden (Abbildung 4.7). Aus den gewonnenen Ergebnissen lassen sih keine
Untershiede zwishen Pseudotypen mit Hüllproteinen von Kryoglobulinämie-
positiven Patienten und Pseudotypen mit Hüllproteinen von Kryoglobulin-
ämie-negativen Patienten erkennen. Da sowohl die Stimulation mit SAC als
auh die Antikörper Kombination MG81 und N81 zu einer messbaren Ak-
tivierung von B-Lymphozyten führt, wäre es denkbar, dass die auf Kon-
sensussequenzen beruhenden E2-Proteine Mutationen besitzen, welhe eine
Interaktion mit den beteiligten Rezeptoren der B-Lymphozyten stören.
5.2.4 E2-induzierte Sekretion von IgM Antikörpern
Da sih die Kryoglobulinämie Typ II durh eine vermehrte IgM Antikör-
perproduktion auszeihnet, wurde die IgM Konzentration nah Stimulation
von PBMCs gesunder Probanden mit löslihen E2-Proteinen und mit HCV-
Pseudotypen untersuht. Hierbei konnte keine mit löslihen E2-Proteinen
induzierte IgM Antikörpersekretion gemessen werden (Abbildung 4.9).
Die in Abbildung 4.10 nah Stimulation mit HCV-Pseudotypen gemes-
senen relativen IgM Konzentrationsänderungen bezogen auf niht stimulier-
te PBMCs, zeigten deutlihe Untershiede in der Antikörpersekretion. Der
durh die Pseudotypen p289/85, p289/11632 und p289/21949 hervorgeru-
fene IgM Zuwahs war deutlih stärker als der Zuwahs, der durh niht-
pseudotypisierte Kapside (NoEnv: Negativkontrolle) oder durh Pseudoty-
pen mit niht humanpathogenen Virushüllen induziert wurde (RD114). Dies
könnte dafür sprehen, dass diese Pseudotypen eine HCV-spezishe IgM
Produktion induzieren können. Allerdings besitzen nur die Pseudotypen p289-
/11632 und p289/21949 Hüllproteine, die von Kryoglobulinämiepatienten
abstammen. Die übrigen Pseudotypen zeigten IgM Produktionssteigerun-
gen im Bereih niht-pseudotypsierter Kapside. In dieser Gruppe bendet
84
Kapitel 5. Diskussion
sih lediglih ein Vertreter mit Hüllproteinen von Kryoglobulinämiepatienten
(p289/22057). Daher konnte im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der Konsen-
sussequenzen und dieser experimentellen Vorgehensweise kein eindeutiger,
Kryoglobulinämie-spezishen Eekte detektiert werden. Es ist hingegen ge-
lungen ein System zu etablieren, mit dem spezishe Änderungen der IgM
Produktion infolge einer Stimulation mit HCV-Pseudotypen erfasst werden
können. Mit Hilfe dieses Systems könnte in weiteren Untersuhungen in ei-
nem höheren Durhsatz die IgM induzierende Wirkung einer statistish re-
levante Anzahl von HCV-Hüllproteinen aus Kryoglobulinämie-positiven Se-
ren mit Proteinen aus Kryoglobulinämie-negativen Seren verglihen werden.
Hierbei könnten auh mit ortsgerihteter Mutagenese spezielle Mutationen,
insbesondere im Bereih der HVR1, in Bezug auf die Änderungen der IgM-
Konzentration analysiert werden. Insgesamt war die durhshnittlihe IgM
Konzentrationsänderung nah Stimulation mit HCV-Pseudotypen doppelt
so groÿ wie die Konzentrationsänderung nah Stimulation mit löslihen E2-
Antigenen. Diese Beobahtung könnte sih mit der komplexen Virusstruktur
der Pseudotypen erklären lassen, die auf ihrer Oberähe eine hohe Zahl von
Hüllproteinen präsentieren. Dies würde einerseits zu einer mehrfahen Zell-
stimulierung führen und andererseits auh eine Potenzierung des Stimulus
durh eine Vernetzung von gebundenen Rezeptoren hervorrufen.
Im Rahmen dieser experimentellen Vorgehensweise wurden auh native
Hepatitis C Viren zur Stimulation verwendet, welhe aus Patienten mit und
ohne Kryoglobulinämie isoliert wurden. Die Stimulation mit nativen Viren
ergab relative Änderung der IgM Antikörpersekretion von durhshnittlih
800 % (Abbildung 4.11), was eine deutlihe Zunahme der IgM Konzentration
im Vergleih zur Pseudotypen-Stimulation darstellt. Diese beahtlihe Stei-
gerung könnte darauf beruhen, dass native Viren die komplexe Quasispezies
des Patienten repräsentieren, worunter sih mögliherweise, wie in Abshnitt
5.2.2 bereits diskutiert, eine geringe Teilpopulation verbirgt, welhe stärker
mit B-Zellen interagiert. Auÿerdem wurde die Menge der zur Zellstimulation
eingesetzten Viren mit Hilfe der RNA-Konzentration ermittelt, wogegen die
Menge von Pseudotypen oder deren Hüllproteine durh die Bestimmung von
MLV-Core-Proteinen kontrolliert wurde. Es ist daher niht auszushlieÿen,
dass die zugegebene Menge nativer HCV-Partikel gröÿer war als die Menge
zugegebener Pseudotypen. Bis auf zwei Fälle (21931 und 16572) lagen alle
IgM Konzentrationsänderungen über 800 %. Auh mit Hilfe nativer HCV-
Partikel konnte niht das Vorhandensein eines Kryoglobulinämie spezishen
Eektes nahgewiesen werden. Mögliherweise ist die Antikörperreaktion in-
folge einer Stimulation mit Viren in einer Konzentration von 10000 IU ml
−1
wie sie in diesen Experimenten eingesetzt wurde, zu stark um sequenzspezi-
she Eekte zu detektieren. Neben einer geringeren Zugabe an HCV-Partikel
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wäre eine Erhöhung der ausgesäten Zellzahl von 1×108 PBMCs mL−1 im Ver-
hältnis zur eingesetzten Viruskonzentration denkbar. In weiteren Versuhen
könnte zusätzlih die Sensitivität des IgM ELISA durh Variation vershie-
dener Parameter wie z.B. Variation der Konzentrationen von primären und
sekundären Antikörpern gesteigert werden.
Zusammenfassend lässt sih festhalten, dass zum ersten Mal ein System
etabliert wurde, welhes in der Lage ist, die durh HCV-Pseudotypen oder
native HCV-Partikel induzierte Änderung der IgM Produktion von PBMC zu
erfassen. Letztendlih konnte aber weder die Verwendung von HCV-Pseudo-
typen noh von nativen Viren einen eindeutigen Hinweis für einen Kryoglobu-
linämie-spezishen Eekt liefern (Abbildung 4.10). Die Verwendung von
löslihen E2-Proteinen führte zu keinen signikanten Änderungen der IgM
Konzentration, was deren Eignung im vorgestellten System ausshlieÿt.
Andere Arbeitsgruppen, die sih mit der HCV-assoziierten Kryoglobu-
linämie beshäftigen, konnten keine sequenzspezishen Eekte zeigen, die
eine Entstehung der Kryoglobulinämie erklären (Bianhettin et al., 2007;
Rigolet et al., 2005). Es werden eher wirtsspezishe, als virusspezishe
Faktoren vermutet, welhe die Entstehung der Krankheit auslösen wie z.B.
erhöhtes Alter und Dauer der HCV-Infektion (Sene et al., 2004). Auh ha-
ben Patienten mit der Ausbildung des humanen Leukozytenantigens (HLA-
DR11) ein erhöhtes Risiko eine Kryoglobulinämie zu entwikeln, während
die Ausbildung des HLA-DR7 vor der Entstehung der Krankheit shützt
(Caoub et al., 2001; Congia et al., 1996). Eine dritte Hypothese zur Ent-
stehung einer HCV-assoziierten Kryoglobulinämie ist die Beobahtung einer
häug vorkommenden Translokation in dem anti-apoptotish wirkenden B-
ell lymphoma/leukemia 2 Gen (bl2) bei Patienten mit Kryoglobulinämie
(Zignego et al., 1997, 1992). Die Überexpression dieses Onkogens führt zu
einem verlängerten Überleben und der Expansion von B-Lymphozyten. Die
gleihe Translokation t(14;18) ist auh die häugste Form der genetishen
Aberration, die in humanen Lymphomen gefunden wird (Korsmeyer, 1992).
5.2.5 Kritisher Vergleih der verwendeten Modellsy-
steme zur Erklärung einer HCV-assoziierten Kryo-
globulinämie
Sowohl die HCV-Pseudotypen als auh die löslihen E2-Proteine basierten
auf einer Konsensussequenz, die auf der Grundlage der im Patienten vor-
handenen Quasiespezies berehnet wurde. Diese Vorgehensweise bietet zwar
den Vorteil der Erhöhung der Wahrsheinlihkeit zur Produktion infektiöser
HCV-Pseudotypen (siehe Abshnitt 5.1.1), allerdings besitzt sie auh den
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Nahteil der dadurh niht berüksihtigten Mutationen, welhe mögliher-
weise eine Interaktion mit B-Lymphozyten begünstigen könnten. Deshalb be-
steht bei der Verwendung von nativen Viren der Vorteil im Vorhandensein der
komplexen Quasiespezies des Patienten. Dadurh könnte die Wahrsheinlih-
keit einer Interaktion zwishen nativen Hüllproteinen und B-Lymphozyten
gegenüber der Interaktion zwishen Konsensus-Hüllproteinen und B-Zellen
erhöht sein (vergleihe Abbildung 4.10 mit Abbildung 4.11).
Ein zweiter kritisher Punkt stellt die Konzentration der E2-Proteine von
Pseudotypen dar. Da für die in dieser Arbeit verwendeten E2-Proteine kei-
ne Antikörper zur Verfügung standen, ist deren Menge oder Anzahl auf der
Oberähe der Pseudotypen niht bestimmbar. Die eingesetzte Menge an
Pseudotypen wurde mittels Western Blot anhand der Detektion des MLV-
Core-Proteins kontrolliert. Dies lieferte allerdings keine Information über den
Zustand der Hüllproteine. Zum Beispiel könnten Hüllproteine einerseits fehl-
gefaltet in Pseudotypen eingebaut werden und andererseits überhaupt niht
an Pseudotypen gebunden sein. Neben der MLV Kontrolle müsste ein ge-
eignetes Verfahren zur besseren Quantizierung der Hüllproteine entwikelt
werden, um die hier eingesetzten Messverfahren genauer zu gestalten.
5.3 Pseudotypen als Modellsystem zur Unter-
suhung neutralisierender Antikörper
Bei Patienten mit einer akuten, selbstlimitierenden HCV-Infektion wird ei-
ne starke, multispezishe CD4 und CD8 T-Zellantwort beobahtet (Cooper
et al., 1999; Lehner et al., 2000; Thimme et al., 2001). Mutationen in-
nerhalb des CD8 T-Zellepitops des HCV konnten bereits mit der Entste-
hung einer hronishen Infektion korreliert werden (Cox et al., 2005b; Erik-
son et al., 2001; Tester et al., 2005; Timm et al., 2004). Mutationen, die
Aminosäure-Substitutionen verursahen, führen zum proteasomalen Abbau
der CD8 T-Zellepitope oder zum Verlust der Bindungsfähigkeit von MHC-
Molekülen (Bowen and Walker, 2005). Neben diesen bekannten T-Zellepitop
Esape-Mutationen, die sowohl in strukturellen als auh niht-strukturellen
Bereihen des HCV Genoms auftreten, wird auh die HVR1, welhe als B-
Zellepitop identiziert wurde (Isaguliants et al., 2002; Nakamoto et al., 1996;
Sarselli et al., 1995; Sekiya et al., 1994), für die Entstehung von Esape-
Mutationen verantwortlih gemaht (Kato et al., 1994, 1993). Die HVR1 ist
ein besonders variabler Bereih innerhalb des E2-Proteins (Kato et al., 1992;
Weiner et al., 1991), der eine wihtige Rolle bei der Virusneutralisierung zu
spielen sheint (Bartosh et al., 2003b; Fari et al., 1996; Kek et al., 2004;
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Li et al., 2001; Mondelli et al., 2003; Owsianka et al., 2005; Roasea et al.,
2001; Shoeld et al., 2005; Zibert et al., 1995). Obwohl neutralisierende An-
tikörper in Seren von hronish inzierten Patienten vorhanden sind, ist es
dem Immunsystem niht möglih das Virus zu eliminieren (Bartosh et al.,
2003a; Logvino et al., 2004; Meunier et al., 2005). Im Shimpansenmodell
konnte eine Infektion einerseits durh die Behandlung mit neutralisierenden
Antikörper verhindert werden (Fari et al., 1996), während andererseits gegen
HCV erworbene Antikörper keinen Shutz gegen eine erneute Infektion bei
Shimpansen oder Menshen bieten (Fari et al., 1992; Lai et al., 1994). Mu-
tationen innerhalb der HVR1 bewirken mögliherweise eine Immunselektion
und werden daher als mögliher Grund für die Entstehung einer hronishen
HCV-Infektion diskutiert (Higashi et al., 2005, 1993; Kato et al., 1994, 1993;
Kurosaki et al., 1993; Ogata et al., 1991; Weiner et al., 1992). Auh im Falle
der antiviralen Therapie mit Interferon wird vermutet, dass die immunmo-
dulatorishen Eekte des Interferons verstärkt Veränderungen in der HVR1
selektionieren.
5.3.1 Entstehung von HVR1-Mutationen unter antivi-
raler Therapie
Bei einem Patienten, der unter Interferontherapie trotz kurzzeitiger Viru-
selimination rükfällig wurde, erfolgte die im Rahmen dieser Arbeit ent-
wikelte Analyse zur Detektion von Quasispezies Esape-Mutationen (siehe
Abshnitt 4.3.1). Die E1/E2-Aminosäuresequenz blieb bei diesem Patien-
ten während der Therapie, mit Ausnahme des HVR1-Bereihs, konserviert.
Zu Therapiewohe 18, was dem Zeitpunkt des Wiederanstiegs der Viruslast
entspriht, sind interessanterweise zwei Mutationen innerhalb der HVR1 ent-
standen (T372H und T378A). Nah Therapieende konnten T372H weiterhin
und eine weitere Mutation an Position 378 (T378A) detektiert werden. Die
Selektion von Mutationen ausshlieÿlih im Bereih der HVR1 könnte ein er-
ster Hinweis auf einen Virus-Esape-Mehanismus liefern, was mit Hilfe der
Pseudotypen im Folgenden näher untersuht wurde.
5.3.2 Virus-Esape und die Rolle der HVR1
Bei Betrahtung der Abbildung 4.12a kann leiht der Eindruk entstehen,
dass die unter Therapie selektionierten HVR1-Mutationen niht zu dem ver-
muteten Virus-Esape führen. In allen Seren zu den vershiedenen Therapie-
zeitpunkten sind Antikörper vorhanden, die eine Infektion mit Pseudotypen
zwishen 77 und 95 % inhibieren, unabhängig davon ob eine HVR1-Mutation
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vorliegt (Abbildung 4.12a). So zirkulieren in Seren, die vor Entstehung der je-
weiligen HVR1-Mutation entnommen wurden, bereits Antikörper, welhe die
mutierten Pseudotypen erkennen und neutralisieren. Es ist also wahrshein-
lih, dass bereits vor der Selektion der Mutation bereits geringste Mengen von
mutierten Viren ausreihen, um eine Immunreaktion mit Sekretion neutrali-
sierender Antikörper zu induzieren. Ebenso sheinen Antikörpergenerationen
im Laufe der Therapie niht zu vershwinden, da sih auh unter Selekti-
onsdruk wahrsheinlih niht die Gesamtheit der Viruspopulation gleihzei-
tig verändert. Um dies zu untersuhen müsste eine umfangreihe Analyse
der Quasiespezies zu den vershiedenen Zeitpunkten durhgeführt werden.
Des Weiteren kann eine Kreuzreaktivität der Antikörper niht ausgeshlossen
werden, da die untersuhten E1/E2-Proteine während der Therapie fast iden-
tish sind. Mögliherweise existiert ein entweder vollständig oder teilweise im
konservierten Bereih lokalisiertes Epitop, welhes von mehreren Antikörper-
Varianten erkannt wurde. In einigen Studien konnte durh Einsatz von syn-
thetishen Oligopeptiden, basierend auf vershiedenen HVR1-Sequenzen von
Patienten mit akuter und hronisher HCV-Infektion, eine breite Kreuzre-
aktivität zwishen niht-verwandten HVR1-Sequenzen gezeigt werden, was
die Vermutung einer Kreuzreaktivität der neutralisierenden Antikörper un-
termauert (Hattori et al., 1998; Jakson et al., 1997; Sarselli et al., 1995;
Zibert et al., 1995).
Auallend ist die Ähnlihkeit im zeitlihen Neutralisierungsprol bei bei-
den Patienten. Abbildung 4.12a und Abbildung 4.12b zeigen in allen Fällen,
dass die Infektion von Pseudotypen durh Zugabe des Serums hronish in-
zierter Patienten um mindestens 50 % gegenüber der Neutralisierung durh
Serum von HCV-negativen Spendern gehemmt wurde. Das HCV-Partikel und
das HCV-Genom werden wahrsheinlih niht beim ersten Antikörperkontakt
systemish eliminiert, sodass für eine gewisse Zeit das neutralisierte HCV
weiterhin zum Ergebnis der Viruslastbestimmung beiträgt. Weiterhin zeigt
die Viruslastbestimmung, dass sowohl im Falle des ETR als auh des NR
Patienten eine enorme Zahl von HCV-Partikel im Patienten existieren.
Zwei interessante Korrelationen sind auällig: ein starker Anstieg der Vi-
ruslast nah Therapie ist beim ETR-Patienten von einer vorhergehenden Ab-
shwähung der Neutralisierung zu Therapiewohe 18 begleitet (Abbildung
4.12a), während der NR-Patient eine Abshwähung der Neutralisierung be-
reits zu Begin der Therapie zeigt, um anshlieÿend einen massiven Anstieg
der Viruslast zu erleiden. Interessanterweise tauhen bei beiden Patienten
Mutationen im E2-Protein in der Therapiewohe 18 auf (Tabelle 4.7). Ein
weiteres interessantes Merkmal der Graphen betrit die Konstanz der Vi-
ruslast zwishen Therapiewohe 18 und follow-up bei gleihzeitiger Neutrali-
sierung von mehr als 50 % der Pseudotypen. Hohe Viruslasten bei konstant
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hoher Neutralisierung können zwanglos durh eine dynamishe Situation er-
klärt werden, bei der Milliarden von Viren in relativ kurzen Zeiträumen syn-
thetisiert und gleihzeitig durh neutralisierende Antikörper aus dem System
entfernt werden. Untersuhungen zur Viruskinetik haben entsprehend ho-
he Virusproduktionsraten und Halbwertszeiten von Viruspartikeln nahge-
wiesen (Herrmann and Zeuzem, 2006). Dieses System zeigt Konstanz, wenn
Virussynthese und Eliminierung zu keiner Nettoveränderung der HCV Men-
ge führen. Entsteht allerdings ein Ungleihgewiht zwishen diesen Faktoren,
kann es entweder zur systemishen Eliminierung oder Erhöhung der Viruslast
kommen. Ein solhes Ungleihgewiht seitens des Immunsystems kann die Er-
klärung für die beobahtete Abshwähung der Neutralisierungswirkung sein,
die von einem rasanten Anstieg der Viruslast gefolgt wurde. Dabei kann ein
gering ersheinender Abfall der Neutralisierungswirkung von Antikörpern um
wenige Prozent bereits zu massiven Viruslastzunahmen führen.
Anhand dieser Experimente könnte sih auh vermuten lassen, dass der
Wiederanstieg der Viruslast durh die Entstehung von Esape-Mutationen
innerhalb der HVR1 erklärbar wäre. Die zeitlihe Abfolge dieser Ereignisse ist
mögliherweise durh die hohe Dynamik des Systems etwas vershoben, wobei
dennoh die generelle Feststellung getroen werden kann: das Immunsystem
kann nur reagieren. Daher ist auh eine gewisse zeitlihe Dierenz zwishen
Neutralisierung und Viruslast zu beobahten.
Wie weit und mit welhen Mehanismen die Interferon Therapie in dieses
Gleihgewiht eingreift bleibt zum jetzigen Zeitpunkt hypothetish, wobei
eine Interferon-Resistenz ebenfalls als mögliher Grund für den Wiederan-
stig der Viruslast der Patienten in Betraht käme. Eine Interferon-Resistenz
kann allerdings niht mit Hilfe des Pseudotypen-Modells untersuht wer-
den. Um einen möglihen Zusammenhang zwishen Interferon-Resistenz und
HVR1 zu untersuhen, könnte das kürzlih entwikelte vollständige HCV-
Zellkultursystem nah Behandlung mit Interferon auf die Entstehung von
Mutationen analysiert werden (Lindenbah et al., 2005; Wakita et al., 2005;
Zhong et al., 2005).
Der Einuss der HVR1-Diversität und Komplexität auf das Interferon
α induzierte Therapieansprehen wurde bereits in mehreren Studien unter-
suht, wobei die Ergebnisse teilweise widersprühlih sind. In vielen Studien
wurde eine höhere Mutationsrate der HVR1 mit einem shlehteren Thera-
pieansprehen korreliert (Gonzalez-Peralta et al., 1996; Hino et al., 2000; Ka-
nazawa et al., 1994; Koizumi et al., 1995; Moribe et al., 1995; Nagasaka et al.,
1996; Okada et al., 1992; Pawlotsky et al., 1998; Shindo et al., 1996) während
dies in anderen Studien niht gezeigt werden konnte (Le Guen et al., 1997;
Lopez-Labrador et al., 1999; Nakazawa et al., 1994; Sandres et al., 2000).
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Anhang
Im Anhang sind die HCV-Core
-Terminus
-E1/E2 Sequenzen, die als Matritze
zur Herstellung der Konsensussequenzen mittels ortsgerihteter Mutagenese
verwendet wurden, zusammengefasst. Es wurde jeweils der Klon, welher
der berehneten Konsensussequenz am ähnlihsten war, zur Herstellung der
Konsensussequenz verwendet. Bei den Sequenzen, die aus den Seren 85 und
11632 ampliziert wurden, war keine ortsgerihtete Mutagenese notwendig,
da jeweils ein Klon der berehneten Konsensussequenz entsprah. In den
folgenden Homologieanalysen sind die Positionen, an denen die Mutagenese-
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          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
85-kon    QAIMDMVAGAHWGVLAGLAYYSMVGNWAKVLIVMLLFAGVDGSTYVTGGSQAYTTRGLTSLFSLGSQQKV  
85-klon5  ......................................................................  
 
                  290       300       310       320       330       340       350       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
85-kon    QLVNTNGSWHINRTALNCNDSLQTGFLAALFYTHRFNSSGCPERMASCRPIDEFAQGWGPITYDESGGSD  
85-klon5  ......................................................................  
 
                  360       370       380       390       400       410       420       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
85-kon    QKPYCWHYAPRPCGIVPASQVCGPVYCFTPSPVVVGTTDHLGVPTYNWGENATDVMLLNNTRPPQGNWFG  
85-klon5  ......................................................................  
 
                  430       440       450       460       470       480       490       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
85-kon    CTWMNSTGFTKTCGGPPCKIGGVGNNTLVCPTDCFRKHPEATYTKCGSGPWLTPRCLVDYPYRLWHYPCT  
85-klon5  ......................................................................  
 
                  500       510       520       530       540       550       560       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
85-kon    VNFTIFKVRMYVGGVEHRLNAACNWTRGERCNLEDRDRSELSPLLLSTTEWQVLPCSFTTLPALSTGLIH  
85-klon5  ......................................................................  
 
                  570       580       590       600       610     
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
85-kon    LHQNIVDVQYLYGIGSVVVGFAIKWEYVLLLFLLLADARVCACLWMMLLIAQAE  















                      10        20        30        40        50        60        70             
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
22057-kon    DLMGYIPLVGAPLGGAARALAHGVRVLEDGVNYATGNLPGCSFSIFLLALLSCLTVPASAYQVRNSTGLY  
22057-Klon3  ......................................................................  
 
                      80        90       100       110       120       130       140         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
22057-kon    HVTNDCPNSSIVYETPDTILHSPGCVPCVREGNTSSCWVPVAPTVATRDGKLPTTQLRRHIDLLVGSATL  
22057-Klon3  ............................................................N.........  
 
                     150       160       170       180       190       200       210       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
22057-kon    CSALYVGDLCGAVFLVGQLFTFSPRRHWTTQECNCSIYLGHITGHRMAWDMMMNWSPTTALVVAQLLRVP  
22057-Klon3  ......................................................................  
 
                     220       230       240       250       260       270       280       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
22057-kon    QAILDMIAGAHWGVLAGIAYFSMAGNWAKVLIVLLLFAGVDAETHTTGGSAGRTIAGISGFFDRGPRQNV  
22057-Klon3  ......................................................................  
 
                     290       300       310       320       330       340       350       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
22057-kon    QLINTNGSWHVNRTALNCNASQDTGWVAGLLYYHKFNSSGCPERMASCRPLAYFSQGWGPISYTNGSGPE  
22057-Klon3  ......................................................................  
 
                     360       370       380       390       400       410       420       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
22057-kon    QRPYCWHYSPKPCGIVPAQNVCGPVYCFTPSPVVVGTTDRKGVPTYNWGENDTDVFVLNNTRPPLGNWFG  
22057-Klon3  ................................................................V.....  
 
                     430       440       450       460       470       480       490       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
22057-kon    CTWMNSSGFTKVCGAPPCNIGGVGNNTLLCPTDCFRKHPEATYSRCGSGPWVTPRCLVHYPYRLWHYPCT  
22057-Klon3  ....................................................M.................  
 
                     500       510       520       530       540       550       560       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
22057-kon    VNYTLFKVRMYVGGVEHRLDVACNWTRGERCNLDDRDRSELSPLLLSTTQWQVLPCSFTTLPALSTGLIH  
22057-Klon3  ......................................................................  
 
                     570       580       590       600       610           
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
22057-kon    LHQNIVDVQYLYGVGSSIVSWAIKWEYVILLFLLLADARICSCLWMMLLISQAE*  





           _L_ _R_ _R_ _H_ _I_ _D_ _L_ _L_ _V_ _G_                      
22057-3M1  ctt cga cgt cac atc gat ctg ctt gtc ggg   
                                            
           _T_ _R_ _P_ _P_ _L_ _G_ _N_ _W_ __                     
22057-3M2  acc agg cca ccg ttg ggc aat tgg tt       
                                            
           _C_ _T_ _W_ _M_ _N_ _S_ _S_ _G_ _F_ __    Einführung einer stillen Mutation               
22057-3M3  tgc acc tgg atg aac tca tcc gga ttt ac    wegen interner EcoR1-Schnittstelle    
                                            
           _G_ _P_ _W_ _V_ _T_ _P_ _R_ _C_ _L_ _V_ _                    




                       10        20        30        40        50        60        70             
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
11632-kon    FADLMGYIPVVGAPVGGVARALAHGVRVLEDGINYATGNLPGCSFSIFLLALLSCLTVPASAVEVRNISS  
11632-Klon1  ......................................................................  
 
                      80        90       100       110       120       130       140         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
11632-kon    SYYATNDCSNSSITWQLTNAVLHLPGCVPCENDNGTLHCWIQVTPNVAVKHRGALTHNLRTHIDMIVMAA  
11632-Klon1  ......................................................................  
 
                     150       160       170       180       190       200       210       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
11632-kon    TVCSALYVGDVCGAVMIVSQAFIISPERHNFTQECNCSVYQGHITGHRMAWDMMLGWSPTLTMILAYAAR  
11632-Klon1  ......................................................................  
 
                     220       230       240       250       260       270       280       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
11632-kon    VPELVLEVVFGGHWGVVFGLAYFSMQGAWAKVVAILLLVAGVDATTHTTGATMGRAALGFTGLFTSGPQQ  
11632-Klon1  ......................................................................  
 
                     290       300       310       320       330       340       350       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
11632-kon    QISLINTNGSWHINRTALNCNDSLQTGFIAALFYTRNFNSSGCPERLSSCRELDDFRIGWGALEYETSVT  
11632-Klon1  ......................................................................  
 
                     360       370       380       390       400       410       420       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
11632-kon    NDEDMRPYCWHYPPRPCGIVPARTVCGPVYCFTPSPVVVGTTDKQGVPTYSWGENETDVFLLNSTRPPQG  
11632-Klon1  ......................................................................  
 
                     430       440       450       460       470       480       490       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
11632-kon    AWFGCTWMNGTGFTKTCGAPPCRIRKDHNGTLDLLCPTDCFRKHPGTTYLKCGSGPWLTPRCLVDYPYRL  
11632-Klon1  ......................................................................  
 
                     500       510       520       530       540       550       560       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
11632-kon    WHYPCTVNFTIFKVRMYVGGVEHRFSAACNFTRGDRCRLEDRDRGQQSPLLHSTTEWAILPCSFSDLPAL  
11632-Klon1  ......................................................................  
 
                     570       580       590       600       610       620      
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
11632-kon    STGLLHLHQNIVDVQYLYGLSPAITRYLVKWEWVVLLFLLLADARVCACLWMLILLGQAE  




















                      10        20        30        40        50        60        70             
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21693-kon    FADLMGYIPVVGAPVGGVARALAHGVRVLEDGINYATGNLPGCSFSIFLLALLSCVTVPVSAVEVRNISS  
21693-Klon4  ......................................................................  
 
                      80        90       100       110       120       130       140         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21693-kon    SYYATNDCPNKSITWQLTNAVLHLPGCVPCENDNGTLRCWVQVSPNVAVKYRGALTHNLRTHVDMIVMAA  
21693-Klon4  ......................................................................  
 
                     150       160       170       180       190       200       210       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21693-kon    TVCSALYVGDVCGAVMIASQALIISPERHNFTQECNCSIYQGHITGHRMAWDMMLNWSPTLTMVLAYAAR  
21693-Klon4  ......................................................................  
 
                     220       230       240       250       260       270       280       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21693-kon    VPELVLEVVFGGHWGVVFGLAYFSMQGAWAKVIAILLLVAGVDATTYSSGAIAGHTISGFTSLFTLGPQQ  
21693-Klon4  ......................................................................  
 
                     290       300       310       320       330       340       350       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21693-kon    KLSLINTNGSWHINRTALNCNDTLKTGFIAALFYTKSFNSSGCPERLSSCRGLDDFRIGWGTLEYETNVT  
21693-Klon4  ......................................................................  
 
                     360       370       380       390       400       410       420       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21693-kon    NDEDMRPYCWHYPPKPCGIVSARTVCGPVYCFTPSPVVVGTTDRQGVPTYSWGENETDVFVLNSTRPPQG  
21693-Klon4  ..................................N...................................  
 
                     430       440       450       460       470       480       490       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21693-kon    AWFGCTWMNGTGFTKTCGAPPCRIRRDYNGTLDLLCPTDCFRKHPDTTYLKCGAGPWLTPKCLVDYSYRL  
21693-Klon4  ......................................................................  
 
                     500       510       520       530       540       550       560       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21693-kon    WHYPCTVNFTIFKVRMYVGGVEHRLSAACNFTRGDRCRLEDRDRGQQTPLLHSTTEWSVLPCTFSDLPAL  
21693-Klon4  ......................................................................  
 
                     570       580       590       600       610       620      
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 
21693-kon    STGLMHLHQNIVDVQYLYGLSPAITRYIVKWEWVVLLFLLLADARVCACLWMLILLGQAE*  





           _C_ _F_ _T_ _P_ _S_ _P_ _V_ _V_ _V_ _G_                     










                      10        20        30        40        50        60        70             
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21949-kon    FADLMGYIPLVGAPVGGVARALAHGVRALEDGINFATGNLPGCSFSIFLLALFSCLIHPAASLEWRNTSG  
21949-Klon1  ......................................................................  
 
                      80        90       100       110       120       130       140         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21949-kon    LYVLTNDCSNSSIVYEADDVILHTPGCVPCVQDGNTSACWTPVTPTVAVRYVGATTASIRSHVDLLVGAA  
21949-Klon1  ..I......................................S..................G.........  
 
                     150       160       170       180       190       200       210       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21949-kon    TMCSALYVGDMCGAVFLVGQAFTFRPRRHQTVQTCNCSLYPGHLTGHRMAWDMMMNWSPAVGMVVAHVLR  
21949-Klon1  ......................................................................  
 
                     220       230       240       250       260       270       280       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21949-kon    LPQTLFDIIAGAHWGIMAGLAYYSMQGNWAKVAIIMVMFSGVDAESHTIGGRIARFTSSFAGMFNRGPQQ  
21949-Klon1  ...........T..........................................................  
 
                     290       300       310       320       330       340       350       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21949-kon    NLQLVNSNGSWHINSTALNCNESINTGFIAGLIYFHRFNSTGCPQRLSRCKPITYFKQGWGPLTDANISG  
21949-Klon1  ......................................................................  
 
                     360       370       380       390       400       410       420       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21949-kon    SSDDRPYCWHYAPKPCTVVRAKQVCGPVYCFTPSPVVVGTTDAKGVPTFRWGENESDVFLLESLRPPNGR  
21949-Klon1  ......................................................................  
 
                     430       440       450       460       470       480       490       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21949-kon    WFGCSWMNSSGFVKTCGAPPCNIYGGGGNISNESDLFCPTDCFRKHPEATYGRCGAGPWLTPRCMVDYPY  
21949-Klon1  ......................................................................  
 
                     500       510       520       530       540       550       560       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21949-kon    RLWHYPCTVNFTLFKVRMFVGGFEHRFDAACNWTRGERCDIEDRDRSEQQPLLHSTTELAILPCSFTPMP  
21949-Klon1  ..................L.....Y.............................................  
 
                     570       580       590       600       610       620      
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 
21949-kon    ALSTGLIHLHQNIVDVQYLYGVGSGMVGWALKWEFVILVFLLLADARVCVALWLMLTISQAE*  




            _T_ _S_ _G_ _L_ _Y_ _V_ _L_ _T_ _N_ _D_ _C_ _S_               
21949-1-M1  ACG TCT GGC CTC TAC GTC CTT ACC AAC GAC TGT TCC  
            
            _S_ _A_ _C_ _W_ _T_ _P_ _V_ _T_ _P_ _T_ _V_ __              
21949-1-M2  TCC GCG TGT TGG ACC CCA GTG ACA CCT ACA GTG GC   
            
            _T_ _A_ _S_ _I_ _R_ _S_ _H_ _V_ _D_ _L_ _L_ _V_ __             
21949-1-M3  ACC GCT TCA ATA CGC AGT CAT GTG GAC CTA TTA GTA GG   
        
            _D_ _I_ _I_ _A_ _G_ _A_ _H_ _W_ _G_ _I_ _M_ _A_              
21949-1-M4  GAC ATA ATA GCC GGG GCC CAT TGG GGC ATC ATG GCG   
           
            _K_ _V_ _R_ _M_ _F_ _V_ _G_ _G_ _F_ _E_ _H_ _R_ _F_ _D_ __      
21949-1-M5  AAG GTG AGG ATG TTT GTG GGT GGG TTT GAG CAC CGG TTT GAC GC  
 
                      10        20        30        40        50        60        70             
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21952-kon    FADLMGYIPLVGAPVGGVARALAHGVRALEDGINFATGNLPGCSFSIFLLALFSCLIHPAASLEWRNTSG  
21952-Klon2  ......................................................................  
 
                      80        90       100       110       120       130       140         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21952-kon    LYVLTNDCSNSSIVYEADDVILHTPGCVPCVQDGNTSTCWTPVTPTVAVRYVGATTASIRSHVDLLVGAA  
21952-Klon2  .......................A..............................................  
 
                     150       160       170       180       190       200       210       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21952-kon    TMCSALYVGDMCGAVFLVGQAFTFRPRRHQTVQTCNCSLYPGHLSGHRMAWDMMMNWSPAVGMVVAHVLR  
21952-Klon2  ......................................................................  
 
                     220       230       240       250       260       270       280       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21952-kon    LPQTLFDIIAGAHWGILAGLAYYSMQGNWAKVAIIMVMFSGVDASTRITGGSAAFDAKGFTSLFSRGAQQ  
21952-Klon2  ......................................................................  
 
                     290       300       310       320       330       340       350       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21952-kon    KLQLVNTNGSWHINSTALNCNESINTGFIAGLFYYHKFNSTGCPQRLSSCKPITFFNQGWGPLTDANITG  
21952-Klon2  ......................................................................  
 
                     360       370       380       390       400       410       420       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21952-kon    SSEDKPYCWHYAPRPCENVPASSVCGPVYCFTPSPVVVGTTDAKGAPTYNWGANKSDVFLLESLRPPSGR  
21952-Klon2  .......................................A.....................Q........  
 
                     430       440       450       460       470       480       490       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21952-kon    WFGCSWMNSTGFVKTCGAPPCNIYGDGRNSQNESDLFCPTDCFRKHPEATYSRCGAGPWLTPRCMVDYPY  
21952-Klon2  ............I.........................................................  
 
                     500       510       520       530       540       550       560       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
21952-kon    RLWHYPCTVNFTLFKVRMFVGGFEHRFTAACNWTRGERCDIEDRDRSEQHPLLHSTTELAILPCSFTPMP  
21952-Klon2  ......................................................................  
 
                     570       580       590       600       610       620            
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 
21952-kon    ALSTGLIHLHQNIVDVQYLYGVGSGMVGWALKWEFVILVFLLLADARVCVALWLMLTISQAE*     




            _V_ _I_ _L_ _H_ _T_ _P_ _G_ _C_ _V_ _P_ _C_ _V_ _   
21952-2-M1  GTC ATT CTG CAC ACG CCT GGC TGT GTA CCT TGT GTC C   
      
            _S_ _P_ _V_ _V_ _V_ _G_ _T_ _T_ _D_ _A_ _K_ _G_ __   
21952-2-M2  TCG CCG GTG GTC GTA GGC ACT ACT GAT GCT AAA GGC GC  
      
            _S_ _D_ _V_ _F_ _L_ _L_ _E_ _S_ _L_ _R_ _P_ _P_ __   
21952-2-M3  TCA GAT GTG TTT CTG CTG GAG TCC CTG CGG CCT CCC AG  
      
 
            _N_ _S_ _T_ _G_ _F_ _V_ _K_ _T_ _C_ _G_ _A_ _P_    
21952-2-M4  AAC TCC ACG GGG TTT GTC AAG ACG TGC GGA GCT CCC    
       
            _Y_ _G_ _D_ _G_ _R_ _N_ _S_ _Q_ _N_ _E_ _S_ _D_ _    
21953-2-M5  TAT GGG GAT GGG AGG AAC TCC CAA AAT GAG TCA GAC C      
